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des sequences el declare, que cette liste ne 
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•Une requete en remplacement de la lisle de 
sequences telle quelle a etd d^posee ^ l origine par 
laquelle d6pos6e le 100296 a ele presentee 
conformement a la regie 88 CBE. II est statue sur 
cette requete au cours de la procedure engagee 
devant la division d examen (Directives relatives a 
rexamen pratique ^ TOEB, A-V, 3.). 
•Une requite en rectification de la num^rotation des 
s6quences dans la description et Ies revendications, 
d dt^ presentee conlorm6ment a la rdgle 88 CBE. II 
est status sur cette requ§te au cours de la procedure 
engag6e devant la division d'examen (Directives 
relatives a Texamen pratique a I'GEB, A-V, 3.). 



(54) Oligonucleotide chimere et son utili&ation dans Tobtention de transcrlts d'un acide 
nucleique 



(57) Oligonucleotide chim6re pouvant. etre utilise 
dans un proc6d6 d'oblention de transcrils et/ou d'amplt- 
f icatlon d'une s6quence-cible d'un acide nucleique com- 
prenanl. ^ son extremite 3'. une sequence aval, ledit oli- 
gonucleotide comprenant successivement, de 5' vers 3V 
un premier segment oligonucleotidique. de type ADN, 
comprenant une sequence sens d'un promoteur d'une 
ARN polymerase, un second segment oligonucleotidi- 
que: de type ADN, capable de s'hybrider avec ladite se- 
quence aval, et un Iroisi^me segment oligonucleotidi- 
que, de type ARN, capable de s'hybrider avec une partie 



de la sequence-cible contigue d ladite sequence aval, 
le troisieme segment 6tant bloqu^ en 3*. 

Avec I'oligonucleotide chimere el un sysleme enzy- 
matique contenant une activite ADN polymerase, une 
activile ARN polymerase et par exemple une activite de 
RNase H. on obtient des produils de transcription de la 
cible. 

En ajoutanl un second oligonucleotide chimfere ca- 
pable de s'hybrider avec le compl6menlaire de la cible. 
on obtient une amplification cyclique de la cible et de 
son compiementaire. 
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Description 



La presente invention a pour objet de nouveaux oligonucleotides chinneres permettant la transcription et Tampii- 
lication de s6quences d'acide nucleique cibles, ainsi qu'un proc6de pour I'annplificalion d'acides nucl6iques par trans- 



II est souvent necessaire, dans les technologies relatives aux acides nucleiques et au nnateriel genetique, de 
determiner si un gene, une partie de gene ou une sequence nucleotidique est present dans un organisme vivani, un 
extrait cetlulaire de cet organisme ou tout autre un echantiilon biotogique. 

L'int6ret de la recherche de sequences nucleotidiques sp6cifiques est immense, notammenl pour la detection 

10 d'organismes pathogenes. la determination de la presence d'alieles. la detection de la presence de lesions dans un 
genome hole el la detection de la presence d'un ARNm particulier ou de la modification d'un bote cellulaire. Les ma- 
ladies g^netiques lelles que la maladie de Huntington, la myopathie de Duchenne, la phenylcelonurie et la P-lhalas- 
s6mie peuvent etre diagnostiquees par le biais de I'analyse de I'ADN des individus. De plus, le diagnostic ou Tidenti- 
fication des virus, viroides, bacteries, champignons, protozoaires ou quelque autre forme de vie v6g6tale ou animate 

IS peut etre r6alis6 par des experiences d'hybridation avec des sondes nucteiques. 

Dilferents types de m6thodes de detection des acides nucldiques sont d6crits dans la lilt^rature. Ces m6thodes. 
et particuli§rement celles qui requiferent la detection de polynucleotides, reposent sur les propri6t6s d'appariemeni des 
brins complementaires d'acides nucleiques dans les duplex ADN-ADN, ADN-ARN et ARN-ARN par I'etablissement 
de liaisons hydrogene enlre les bases adenine et thymine (A-T) et les bases guanine et cytosine (G-C) de I'ADN double 

^0 brin, ou encore enlre les bases adenine et uracile (A-U) dans les duplex ADN-ARN ou ARN-ARN. Lappariement de 
brins d'acides nucleiques est communement appelee "hybridation d'acides nucleiques" ou simplement "hybridation". 

Dans les quelques exemples cites precedemment, apres avoir identifi6 une sequence specifique d'un organisme 
ou d'une maladie. il convient d'extraire les acides nucleiques d'un 6chanlillon. et de determiner si cetle sequence (aussi 
appelee "cible") est presente. De nombreuses methodes de detection ont ete developpees dans ce but. 

?5 Pour la mrse en oeuvre de I'invention. il est gen6ralement n6cessaire qu'une ou plusieurs sequences sp6citiques 

de la cible aient 6te pr6alablement identifiees. La methode la plus directe pour detecler la presence d'une sequence 
cible dans un echantiilon d'acides nucleiques est d'oblenir une "sonde" dont la sequence est sulfisamment compie- 
mentaire d'une partie de I'actde nucl6ique cible pour s'hybrider ^ celul-ci. La sonde ainsi syntheiis6e peut etre mise 
en presence d'un echantiilon conlenant des acides nucleiques, et si la sequence cible est pr6senle. la sonde s'hybridera 

30 et formera un produit de reaction. En I'absence de sequence cible et en evitant tout phenomene d'hybridation non 
specifique, aucun produit de reaction ne sera forme. Si la sonde synthetlsee est couplee a un marqueur detectable, 
le produit de reaction peut etre detecte en mesurant la quanlite de marqueur present. Le transferl de type Southern 
(SOUTHERN E.M., J. MoL Bio!., 98, 503 (1975)) ou Northern ou la technique du Dot blot ou I'hybridalion sandwich 
(DUNN A.R. et HASSEL J. A, Cell, 12, 23. (1977)) constituent des exemples de methodes ulilisables. 

?5 La principale difficulte de cetle approche est. cependant, qu'elle n'esi pas directement applicable aux cas oil le 

nombre de copies de la sequence cible presente dans un echantiilon est falbte (c'est d dire inferieur S 1 0^ ). Dans ces 
conditions, il est difficile de distinguer un signal significalif sup6rieur au bruit de fond de la reaction (c'est d dire de 
distinguer la fixation sp6cifique d'une sonde sur sa sequence cible de la fixation non specifique entre la sonde et une 
sequence dlff6rente de la sequence cible). Une des solutions d ce probieme consiste a augmenter le signal de detection 

'0 par une reaction suppl6menlaire. En consequence, diverses methodes ont 6t6 d6crites afin d'accroitre la puissance 
de detection de ces techniques d'hybridation. Ces methodes dites "d'amplification" peuvent §tre classes en trois 
categories : I'amplification de cible. de sonde ou de signal. Les articles de Lewis (1992. Geiretic Engineering News 
12 : 1-9) d'une part, et d'Abramson et Myers (1993. Curr. Opin. Biotechnoi 4: 41-47). d'autre part, constituent de 
bonnes revues generates de ces mdlhodes. 

5 L'amplification de cible consisle a multiplier de man iere specifique un fragment d'acide nucieique present dans un 

echantiilon. EHe permet d'augmenter consid^rablement le nombre de copies d'une sequence nucleique cible k detecter 
Les techniques d'amplification de cible decrites dans la Iitt6rature reposent principatement soit sur la repetition de 
cycles de synthese d'ADN in vitro par elongation d'amorces nucleotidiques hybridees sur ta sequence cible a amplifier 
par une ADN polym6rase (methode d'amplification en chaine par polymerase, dite PGR : voir brevets des Etats Unis 

0 d'Amerique n*4 683 1 95, 4 683 202 et 4 800 1 59 ; brevet Europeen n" 0 201 1 84 ; methode dite "Repair Chain Reaction", 
ou RCR : voir demande de brevet n** WO 90/01 069; methode dite d'amplification par d6placement de brin. ou "Strand 
Displacement Amplification' (SDA) : voir brevet Europeen n** 0 497 272; methode d'amplification par deplacement de 
brin utillsant une exonuciease. ou 'exonuclease-mediated strand displacement amplification" : voir brevet Europeen 
n" 0 500 224), soit sur la repetition de cycles de synthfese d'ARN in vitro, par r6action de transcription d I'aide d'une 

5 ARN polymerase. 

Plusieurs de ces methodes d'amplification de cible basees sur I'amplification de transcrits ont ete d6criles. La 
m^ihode dite TAS, d6criie dans la demand© de brevei n* WO 68/10315, conslsle en la repetition d'un cycle de Irois 
etapes. La premiere etape permet de synthetiscr un ADNc a partir d'ARN en presence d'une transcriptase inverse el 
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d'une amorce d6soxynucl6otidique contenanl une sequence sp^cilique de promoteur d'ARN polymerase phagique. 
Suite d la d6naturation Ihermique de rh6t6rodupiex ARN/ADNc. le brin monocat6naire d'ADNc est r6pliqu6 par la 
transcriptase inverse en presence d'une amorce oligonucl6otidique anti-sens. L'homoduplex d'ADN ainsi obtenu lors 
de cette deuxieme 6lape contient un promoteur double brin sur lequel une ARN polymerase ADN-dependante phagique 

5 peut se fixer. La troisieme 6tape est une transcription, conduisant a I'obtention de 30 a 1000 molecules d'ARN par 
matrice qui pourront a leur tour servir de matrice pour la synthese d'ADNc el poursuivre ainsi le cycle d'amplification 
(DAVIS et al., 1990. J. Infect. Dis. 162 : 13-20). 

It existe ditf6rentes melhodes d6rlvees de la TAS. donl la replication de sequence aulo-enlretenue. dile "Self- 
Sustained Sequence Replicalion" (ou 3SR), ddcrite dans la demande de brevet WO 90/06995 el le brevet Europ6en 

10 n"* 0 373 960. la methode dite "Nucleic Acid Sequence-Based Amplification" (ou NASBA) decrite dans la demande de 
brevet WO 91/02818 el le brevet Europ6en n** 0 329 822 et la melhode de replication de sequence a I'aide d'une seule 
amorce dite "Single Primer Sequence Replication" (ou SPSR) decrite dans le brevet des Elats Unis d'Amerique n** 5 
169 766. Ces m6thodes possedent en commun I'association de trois activitds enzymatiques : ADN polymerase ARN- 
et ADN-d6pendante (transcriptase inverse), ribonucl6ase H (RNase H ; enzyme d'Escherichia coli et/ou activit6 enzy- 

15 matique associ6e de la transcriptase inverse) et ARN polymerase ADN-d6pendante (ARN polymerase du bacterio- 
phage T7). Ces methodes sont basees sur le meme principe el s'effecluenl k une temperature fixe (de 37 ^ 45'C), 
selon un processus conlinu de reactions de transcription inverse et de transcription afin de repliquer une cible d'ARN 
par I'intermediatre d'ADNc. Comme dans le cas de la TAS, un site de fixation d'une ARN polymerase (phage T7) est 
Inlroduit dans I'ADNc par I'amorce ulilisee pour I'elape de transcription inverse. Neanmoins, la denaturation de I'hete- 

20 roduplex ARN/ADNc est effeclu§e de fa^on isotherme par hydrolyse specifique de I'ARN de cet heleroduplex par 
I'activite RNase H. L'ADNc libre est alors replique a parlir d'une seconde amorce oligonucleotidique par la transcriptase 
inverse. L'homoduplex ADN/ADN est iranscrit en ARN par I'ARN polymerase T7 et cet ARN peut a nouveau servir de 
matrice pour le cycle suivanl. 

Une autre melhode. dite "Ligation Activated Transcription" (ou LAT) decrite dans le brevet des Elats Unis d'Ame- 

25 rique n" 5 194 370. utilise les mSmes activil6s enzymatiques que les meihodes 3SR. SPSR et NASBA et fonctionne 
sur le meme cycle. Elle diff6re cependanl par le mode ^installation d'une sequence promotrice qui dans ce cas est 
introduile sur rextr6mit6 de I'ADNc par ligation d'une structure llge-boucle contenanl le promoteur, en presence d'une 
ADN ligase. 

.11 existe d'autres methodes d'amplification de cible basees sur I'amplif ication de transcrits decrites dans la demande 
30 de brevet europ6en n"0 369 775. L'une diff ere de la LAT uniquemenl par le fail que le promoteur est compose de deux 
oligonucleotides distlncls. L'autre utilise deux activites enzymatiques. une ligase el une ARN polymerase ARN depen- 
dante reconnaissant un promoteur ADN double brin. Le promoteur. appele promoteur mobile, est constitue de deux 
oligonucleotides. L'un porle une sequence promoteur sens et une sequence sonde permellant I'hybridalion sur I'ex- 
iremile 3* d'une cible ARN. l'autre porle seulemenl une sequence promoteur anti-sens. Par hybridation. Pextremite 5* 
35 de I'oligonucleotide promoteur anti-sens est juxtaposee a Textremite 3' de la cible, puis ligaturee avec celle meme 
extremiie. La transcription par I'ARN polymerase appropri6e resulte dans la synthese de multiples transcrits. Ces 
transcrits sont hybrides et ligatures k un second promoteur mobile. La transcription de la matrice ARN r6sulle dans la 
synthese de transcrits compiementaires. Le processus peut etre reiiere, aboutlssanl d une amplification exponentlelle 
de la sequence cible Initiate. 

Les methodes d'amplification de cible peuvent §tre remplac6es par des methodes d'amplification de sonde. L'ar- 
ticle de Birkenmeyer et Mushahwar (1991. ,J Vitrol. Meth. 35.117-126) fournil une revue de ces methodes. Au sens 
propre du terme, elles d6slgnenl tout precede conduisant in vitro ^ I'obtention d'un Ires grand nombre de copies de la 
sonde. L'une d'entre elles. la melhode dite "Op repficase", decrite dans la demande de brevet Internationale WO 
87/06270. utilise une aclivile ARN polymerase ARN dependanle, en particuller celle de la replicase du phage Qp. 
Cette enzyme possede une grande specificile el affinile pour I'ARN simple brin de ce phage el peut repliquer cet ARN 
in vitro (BIEBRICHER etal., 1 986. Waft/re 321 : 98-91 ). La demi-vie Ires importante de cette enzyme permet la synthese 
de nombreux brins d'ARN compiementaires correspondant aux formes positives et negatives de cette molecule d'ARN. 
Sexploitation de ce sysleme de replication repose sur la possibilite d'ins6rer une sonde au sein de I'ARN MDV-1, 
substrat nalurel de la op replicase, sans alterer refflcacite ou la sp6cificite de sa replication par I'ARN polymerase du 
phage Qp (LIZARDI eiaL 1988. BioTechnofogyS: 1197-1202). La methode d'amplification consisle en une hybridation 
de la sonde ARN recombinante sur I'acide nucieique cible, suivie d'un lavage s6lectif intensif pour eiiminer toule hy- 
bridation aspecifique. L'hybride forme entre la sonde ARN el la cible est alors denature et la sonde ARN liberee est 
soumise ^ Tamplification par la Op replicase ajout6e au milieu. 

Pour toules les methodes decrites prec6demment, diverses techniques de detection peuvent etre utilisees. L'une 
d'entre elles consiste a delecter les produits de reaction ayant une taille definie par separation eiectrophoretique. Les 
methodes varlenl selon le procede de separation, qui peut impliquer la separation sur gel. la fixalbn sur differentes 
phases soiides (bilies, plaque do microiltraiion, latex, particutes magneiiques). Une autre methode Utilise le marquage 
d'une sonde de detection avec un radioisotope lei que le 32 P. par exemple, puis la detection de la radloacllvite emise 
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par les produils de r6aclion en combinaison ou non avec une electrophorese. Une autre methode consiste a modifier 
chimlquemenl une amorce oligonucl6otidique en y ajoutant un ligand (la bioline ou ta digoxigenine, par exemple), une 
enzyme (phosphatase alcaline, peroxydase. p-galactosidase, par exemple), un marqueur fluorescenl (la phycobilipro- 
teine, la fluoresceine ou ia rhodamine. par exemple), un marqueur luminescent (un ester d'acridinium, par exemple), 
des groupemenls ^ densite electronique deteclables par microscopie 6leclronique ou par des methodes 6lectriques 
(conductivite, amperometrie. vollamelrie, mesures d'impedance par exemple), des groupements detectables par des 
methodes optiques (diffraction, resonance plasmon de surface, variation d'angle de contact par exemple) ou par des 
methodes physiques (speclroscopie de force atomique, effet tunnel par exemple) ou une combinaison de ces modifi- 
cations. Une autre methode consiste a d6velopper une amorce nucl6otidique de detection qui s'hybridera sur le produit 
de reaction d'amplificalion et sera 6tendu par une polymerase en presence de ribonucleosides Iriphosphates (celte 
amorce peul dans ce cas dtre egalemenl modifiee comme decrit precedemment). Toutes ces methodes peuveni etre 
adaptees pour etre mises en oeuvre sur phase solide comme en solution (phase homogene). 

Neanmoins. toutes les techniques d'amplilication precedemment presentees possedent au moins une limitation 
importante. Elles ne permettent d'obtenir un produit d'amplilication qu'^ partir d'un seul type d'acide nucl6ique cible : 
ARN ou ADN. Dans certains cas tels que la PGR. la LCR ou la RCR. le facteur le plus limitant est la n6cessil6 de 
r6aliser de nombreux cycles de temperatures af in de dissocier les produits de reaction de la cible. Ceci limile te choix 
des enzymes utilisables aux enzymes Ihermoslables. De plus, la realisation de tels cycles successifs de temp6rature 
constilue une contrainte pour I'automatisalion de ces techniques. Un autre inconvenient de certaines techniques d'am- 
plificalion est la limitation de la taille du produit de reaction d'amplification. Les techniques lelles que la RCR ou la LCR 
ne permettent d'amplifier que la sequence de la cible correspondant aux amorces et aux sondes nucleolidiques utilisees 
dans le processus d'amplification. Le bruit de fond non specifique (c'est a dire en absence de la cible) est egalement 
un serieux inconvenient de cerlaines techniques : dans le cas de la LCR par exemple, une ligation des exlremiles des 
oligonucleotides libres en exces s'effectue meme en I'absence de la cible. D'autres methodes telles que la SDA sont 
limitees dans le type de sequence cible a amplifier, puisque cetle sequence ne doit pas comporter de site de restriction 
correspondant ^ I'endonuciease utilis6e dans le proced6, et il est done indispensable de connaitre sinon la sequence 
nucieique totale du fragment a amplifier au moins la carte de restriction dudit fragment. Cette limitation est encore 
accrue par le fait que le choix des endonucieases de restriction est restreint a celles ayant la capacite de diver un site 
de reconnaissance comporlant des nucleotides modifies. Outre les limitations concemant le choix du nucleotide mo- 
difie, dues a la synlh6se chimique. le procede d'amplification est egalement limite par son rendement puisqu'il est 
connu que le Km des polymerases pour les nucleotides modifies est superieur a celui pour les nucleolides naturels 
pour les polymerases, d'ou une plus faible efficacite d'incorporation enzymatique des nucleolides modifies dans la 
cible a amplifier. Un autre inconvenient de certaines techniques d'amplification reside dans le nombre eieve d'activites 
enzymatiques impliquees dans le processus d'amplification. Les methodes derivees de la TAS. telles que ia 3SR ou 
la NASBA requierent au moins quatre activiles enzymatiques (ADN polymerase ADN dependante, ADN polymerase 
ARN dependante, ARN polymerase ADN dependante.. RNase H), voire cinq dans le cas de la LAT (ADN ligase en 
plus). II est par consequent tres difficile de parvenir d des conditions reaclionnelles satisfaisant simultanement ces 
quatre ou cinq activites enzymatiques. De plus, les techniques transcriptionnelles ne permettent une amplification qu'^ 
partir de molecules cibles ARN mais pas ADN. Enfin, si diverses techniques d'amplification ont recours d des activites 
de nucleases (exonuciease, endonuciease. RNase) comme moyen de separation de brins d'acides nucl6iques (3SR, 
NASBA, brevet Europeen n* 0 500 224), leur utilisation est neanmoins delicate, car il est indispensable d'obtenir une 
action menagee et rigoureusemeni contrSiee de ces enzymes afin de mainlenir un equilibre entre les diff6rentes ac- 
tivites enzymatiques impliquees. 

Par aitleurs, les techniques actuellement connues d'amplification exponentielle ulilisant des ARN polymerases 
ARN dependantes ont un potenliel bien superieur aux autres techniques, puisqu'elles n'utilisent qu'une ou deux en- 
zymes et ne necessitent pas de denaluralion. Cependant. ces methodes presenteni encore des lacunes. La methods 
de la Qp replicase ne permet pas I'amplification directe de la cible, car la specificite de I'enzyme pour sa matrice est 
nee k une structure ARN tres complexe. d'installalion difficile sur une cible. Quant a la methode du promoteur mobile 
appliquee sur matrice ARN (decrite dans la demande de brevet EP 0 369 775), elle necessite d chaque cycle I'instal- 
lation de deux oligonucleotides par ligation sur ta cible pour former un promoteur operationnel. 

Compte tenu de I'analyse pr6cedente, la conception de nouvelles methodes d'amplification apparall souhaitable, 
et la presente invention a notamment pour objet une methode d'amplification cyclique d'une sequence nucieotidique 
cible avec formation de transcrits. de mise en oeuvre simple, ne necessitant que deux oligonucleotides, et pouvaht 
fonctionner de maniere isotherme. 

Avant de definir plus compietement invention, on donne ci-aprfes la definition de quelques termes qui seront 
employes dans la suite de la description. 

Les termes "fragment d'acide nucieique". 'segment d'acide nucieique" ou "oligonucleotide" sont utilises indifie- 
remmenl dans ia pr6senle demande pour designer une sequence polynucl6oildique d'ADN, d'ARN ou de ChimSre 
ADN/ARN. contenani evenluellement un ou plusieurs nucleotides modifies. Une telle sequence polynucieotidique pos- 
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sede gen6ralemenl une "longueur" d'au moins 5 d6soxy ribonucleotides et/ou ribonucleotides: pouvant contenir 6ven- 
tuellemenl au moins un nucl6otlde modill6. Une sequence polynucl6olidique modili6e comprend par exemple au moins 
une base modili^e telle que I'inosine, la m6thyl-5-d6soxycytidine, la dimethylamino-5-desoxyuridine, la d^soxyuridine, 
la diamino-2,6-purine, la bromo-5-d6soxy uridine, la pseudouridine, la pseudoisocytidine ou toute aulre base modifi6e 

5 permettani I'hybridation. La sequence polynucleolidique peut aussi etre modifiee au niveau des liaisons internucl6o- 
tidiques (pouvant impliquer par exemple des liaisons phosphorolhioate. H-phosphonate, alky! phosphonate), ou au 
niveau du squelelte comme c'est le cas par exemple pour les alpha-oligonucleolides (brevet fran^ais n" 2 607 507) 
ou les PNA (EGHOLM et a/.. 1992, J. Am. Chem. Soc, 114 : 1895-1897). Dans une sequence polynucleolidique mo- 
difi6e, plusieurs modifications teiles qu'indiqu6es cl-dessus peuvenl etre pr6sentes en combinaison. 

10 Le lerme "support solide" tel qu*ulllis6 ici inclut tous les maleriaux sur lesquels peut etre immobilise un fragment 

d'acide nucleique pour une utilisatbn dans les metfiodes utilisant I'hybridation (nolamment les tests diagnostiques), 
en chromatographie d'affinite et dans les processus de separation. Des materiaux naturels ou de synthese. poreux ou 
non, magnetiques ou non. moditi6s chimiquement ou non, peuvent constituer le support solide. notamment des poly- 
saccharides tels que les materiaux ^ base de cellulose, par exemple du papier ; des d6riv6s de cellulose tels que 

IS rac6tate de cellulose et la nitrocellulose ; des polymeres tels que le poly(chlorure de vinyle). le poly6lhyl6ne. le polys- 
tyrene, les polyacrylates ou des copolymeres tels que des copofymferes de chlorure de vinyle el de propylene, de 
chlorure de vinyle et d'ac6tale de vinyle, etc ; des polymferes de type poly(N-lsopropylacrylamide) ou en abr6g6 
NIPPAIS^ ; des copolymeres a base de styrene ou de styrenes subslitu6s; des fibres naturelles teiles que le colon et 
des fibres synthetiques teiles que le Nylon ; des ceramrques ; de la sllice. Les supports solides selon Tinvenlion peuvent 

20 etre. par exemple, sous la forme d'une plaque de microtitratlon, d'une feuille, d'un cone, d'un tube, d'un puils, d'une 
bilte ou analogue. 

Le terme "hybridation" designe la formation de duplex entre des sequences nucleotidiques qui sonl suffisamment 
complementaires. par appariement de bases de lype "Watson et Crick" ou de type "Hoogsleen" (Thuong, N.T, Angew. 
Chem. Int. Ed. Engl.. 32, 666-690. 1993). 
25 Le terme "oligonucleotide" d6signe une sequence simple brin compos6e de nucleotides qui peuvenl 6tre des 

d6soxyribonucl6otides ou des ribonucleotides, ces nucleotides pouvant etre modifies comme d6cril prec6demment 
dans le paragraphe relatif d la descriplion des termes "fragment d'acide nucieique" ou analogues. 

Le lerme "oligonucleotide chlmere" d6signe un oligonucleotide compose d'au moins deux varietes differentes de 
sequences nucl6iques, les unes differanl des aulres par leur nature chimique. On ciiera par exemple des oligonucl6o- 
30 tides chimeres contenant au moins une sequence oligodesoxyribonucieotidique, ou de lype ADN, et au moins une 
sequence oligorlbonucl6otidique, ou de type ARN. 

Le terme "sequence promoteur" ou "region promoteur" designe une region en 5' d'un oligonucleotide, en particulier 
d'un oligonucleotide chimere tel que decrit dans la presente demande. qui comporte un des brins d'un promoteur d'une 
ARN polymerase, c'est a dire une sequence ou une structure qui permel d'inilier la transcription. De teiles sequences 
35 sont bien connues. A litre d'exemple, on peut ciler les promoleurs naturels des ARN polymerases, des sequences 
raccourcies derivees des promoteurs naturels et ayanl conserve leur fonclionnalite. ou encore les structures "boucles" 
capables d'inilier la transcription (MOLLEGAARD N.E. ef a/, 1994, Proc. Natt. Acad. Sci USA.91, 3892-3895). 

Par sequence sens d'un promoteur d'ARN polymerase, on designe la sequence d'un pronrioteur dont I'extremite 
3' est localisee en amonl du site d'initiation de la transcription qui est d6flni par ce meme promoteur 
^0 Par sequence anti-sens d'un promoteur d'ARN polymerase, on designe la sequence d'un promoteur dont I'exlre- 

mite 5' est localisee en amont du site d'initiation de la transcription qui est d6fini par ce meme promoteur. 

Par sequence homologue d'une autre sequence, on designe une sequence capable de s'hybrider avec une se- 
quence strictement complementaire de ladite autre sequence. La sequence homologue est soil identique d ladite autre 
sequence, soil suffisamment semblable pour s'hybrider avec ladite sequence strictement complementaire. 
*s Par sequence complementaire d'une autre sequence, on designe une sequence pouvant s'hybrider avec ladite 

autre sequence. Une sequence strictement complementaire d'une autre est une sequence dans laquelle chacune des 
bases peut apparier avec une base de I'aulr e sequence, sans mesappariemenl. 

L'expression "acide nucleique a amplifier" peut designer indifferemmenl I'un des deux brins complementaires d'un 
acide nucleique cible dont on desire multiplier le nombre de copies, 
'f Le lerme "sequence d'initiation" ou 'region d'initiation" designe une region des oligonucleotides chlmdres d6crits 

dans la presente demande. qui est comprise entre la region promoteur silu6e du cote de I'extremite 5' et la region 
sonde situee du cote de I'extremite 3'. La nature chimique de la sequence d'initiation permel une interaction specifique 
soil avec I'acide nucleique S amplifier ou reamplifier. soil avec sa sequence complementaire. Le role de cetle sequence 
d'initiation est de permettre. par sa nature chimique et sa sequence au moins partiellement complementaire de.racide 
5 nucleique k amplifier ou reamplifier, la degradation selective de la sequence cible el/ou de ta sequence complementaire 
de la sequence cible dans le duplex sequence cible/sequence d'initiation el/ou le duplex sequence compl6menlaire 
de ia sequence cible/s6quence d'iniUaijon. (especilvemenl, nolamment par digestion par la RNase H si la sequence 
Cible est un ARN. Par ailleurs, la sequence d'initiation renlerme le site d'initiation de la transcription. Les Iranscrils 
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g6n6r6s sous I'influence de la region promoteur porteront en 5' une sequence qui sera compl6menlaire d'au moins 
une partle de la sequence d'Inltiation et donl la longueur sera fonction de la localisation du site d'initlation de la trans- 
cription sur la sequence d'initiation. 

Le terme "sequence sonde" ou Vegion sonde" d6signe une region des oligonucleotides chimeres d6crits dans la 
presente demande. cette region elant siluee du cote de I'exlremil^ 3' par rapport a la r6gion d'initiation. La nature 
chimique de la sequence sonde permet I'hybridation de Toligonucleotide chimere de fa^on specilique el stable sur 
I'acide nucl6ique a amplilier ou reamplifier nolamment lorsque celui-ci est de nature ribonucI6ique: par la formallon 
d'un duplex insensible a raclivii6 de degradation meniionnee dans la definition pr^cedente. Par ailleurs, I'exlrennite 3* 
de cette sequence sonde sera obligaloirement bloquee pour eviler son elongation par une polymerase. 

Le terme "duplex" designe un produit d'hybridalion double brin acide nucleique-acide nucleique, etant entendu 
que Tun et/ou I'autre de ces acldes nucleiques peul renfermer au moins une modification chimique. 

Le terme "hdteroduplex" d6signe un hybride ARN-ADN. Le terme "homoduplex" ddsigne un hybride ADN-ADN ou 
ARN-ARN. 

Le terme "nucleosides triphosphates" designe indifferemment des d6soxyribonucl6osides triphosphates et/ou des 
ribonucl6osides triphosphates, 6ventuellement modifies. 

Dans la presente demande, I'expression "amont" designe une region situ^e du cdt6 de Textremit^ 5' de I'acide 
nucleique ou de la sequence polynucleotidique dont il s'agit, et I'expression "aval" designe une region situSe du c6t6 
de i'extremite 3' dudit acide nucleique ou de tadite sequence polynucleotidique. 

La position +1 designe le site d'initiation de la transcription. Le nucleotide matrice en +1 est le premier nucleotide 
recopie. et se retrouvera en 5' de TARN n6osynlhetis6. 

Le substantif "transcrit" designe un produit de transcription, c'est-a-dire un ARN neosynlhetis6 lors de la trans- 
cription de la matrice sous la dependance du promoteur ayant inilie la transcription. 

Un oligonucleotide "bloque en 3'" est un oligonucleotide presentant dans la region 3' terminale une modification 
empechant son elongation par une polymerase, ^oligonucleotide bloque en 3* peut par exemple porter un nucleotide 
3' terminal d6pourvu du groupemenl 3'-OH. notamment par incorporation d'un nucleoside comme la d6soxy-3'-ade- 
nosine (ou cordycepine). On peut aussi bloquer rexlremite 3' en subslituant l'hydrog6ne du groupement 3'-OH par 
exemple ^ I'aide d'un groupement alkyle ou aryle, de 1a9on connue en soi. Le blocage en 3' peut encore etre obtenu 
par la presence d I'extremite 3' d'un ou plusieurs nucleotides qui ne peuvent pas s'apparier avec la malrlce-cible, en 
particulier par le choix pour I'extremite 3' d'un ou plusieurs nucleotides non compl6mentaires de la cible. 

Une sequence oligonucleotidique est dite "de type ADN" si elle est constituee d'ADN ou s'il s'agit d'une sequence 
polynucleotidique modifiee possedant. outre les proprietes d'hybridation de brins des acides nucleiques, au moins une 
autre propriete en commun avec I'ADN. Cette propriele commune dependra bien entendu de la fonctionnalite de la 
sequence modifiee : c'est dans Texercice de cette fonctionnalite que la sequence en question a une propriete en com- 
mun avec I'ADN (c'est-a-dire se comporte comme un ADN). Par exemple, la sequence promoteur definie precedem- 
ment peut etre une sequence modifiee qui, sous forme de double brin. est capable de lonctionner comme promoteur 
d'ARN polymerase tout comme les promoteurs classiques conslitues d'ADN double brin : on dira done qu'une telle 
sequence est de type ADN. De meme, la sequence d'initiation definie precedemmenl peut etre une sequence modifiee 
qui d'une part peut s'hybrider avec une partie de la clble, et qui d'autre part, lorsqu'elle est hybridee avec une partie 
de la cible. permet la degradation de ladrte partie de la cible (tout comme un ADN hybride d un ARN permet la degra- 
dation de la partie hybridee de TARN sous faction d'une RNase H). 

Une sequence oligonucleotidique est dite "de type ARN" si elle est constitu6e d'ARN ou s'il s'agit d'une sequence 
polynucleotidique modifiee possedant, outre les propri6t6s d'hybridation de brins des acides nucleiques, au moins une 
autre propriete en commun avec I'ARN. Cette propriete commune depend bien entendu de la fonctionnalite de la 
sequence modifiee dont il s'agit. Par exemple, la sequence sonde definie precedemment peut etre une sonde modifiee 
qui est capable d'hybridation avec la cible et qui. lorsqu'elle est hybridee avec une partie de la cible constituee d'ARN. 
permet (comme une sequence d'ARN, et contrairement a une sequence d'ADN). d'eviter la degradation de ladite partie 
de la cible sous Taction d'une RNase. 

Par "extremite definie" d'un acide nucleique on entend une extremite de sequence connue. Cette extremite peut 
etre naturelle ou obtenue par modification chimique, physique ou enzymatique. 

La presente invention a done pour objet un oligonucleotide chimdre pouvant notamment etre utilise dans un pro- 
cede d'amplifications d'une sequence-cible d'un acide nucleique, ladite sequence-cible comprenant. du cote de son 
extremite 3', une sequence aval, ledit oligonucleotide chimere comprenant successivement. de son extremite 5" vers 
son extremite 3': 

- un premier segment oligonucleotidique, de type ADN, comprenant une sequence sens d'un promoteur d'une ARN 
polymerase. 

- un second segment oligonucleotidique, de lype ADN. comprenant le sile d'inllialion de la transcription pour ledit 
promoteur. au moins la region 3' dudit second segment etant capable de s'hybrider avec au moins une partie de 



6 



EP 0 721 988 A1 



ladile sequence aval, 

et un troisieme segment oligonucleotldique, de type ARN, dont au moins !a region connprenant I'extr^mite 5* dudit 
Iroisienne segment est capable de s'hybrider avec une partie de la s6quence-cible contigue ^ la parlie de ladite 
sequence aval qui est capable d'hybridation avec ledit second segment, ledit troisieme segment etant bloque en 3*. 

5 

Generalement. les second segment et troisieme segment de I'oligonucleotide peuvent contenlr chacun de 2 d 30 
nucleotides, et en particuller de 4 a 20 nucleotides. 

Comme on le verra cl-apres dans la description detaill^e de ('invention, un oligonucleotide chimere tel que defini 
prec6demment permel d'obtenir facilement des Iranscrits a parlir d'une sequence-cible d'ADN ou d'ARN. 
10 En ulilisant deux oligonucleotides ctilmeres tels que definis ci-apres, Tun capable de s'hybrider avec une sequence- 

cible et I'autre capable de s'hybrider avec une sequence complementaire de ladite sequence-cible. it est possible de 
realiser une amplification cyclique de la sequence-cible et de sa sequence complementaire, et invention a egalement 
pour objet un ensemble d'oligonucleotldes pour I'obtentlon de transcrits, ou pour I'amplification cyclique avec oblention 
de transcrits, d'une sequence-cible d'un acide nucleique et/ou de sa sequence complementaire, ledit ensemble 
IS comprenant : 

un premier oligonucleotide chimere. tel que defini precedemment, capable de s'hybrider avec une region aval de 
la sequence-cible. 

et un second oligonucleolide chimere, tel que defini precedemment, capable de s'hybrider avec une region aval 
20 d'une sequence nucleolldique complementaire de ladite sequence-cible. 

Les oligonucleotides chimeres de I'lnvention peuvent etre synthelises selon les methodes connues ; voir par exem- 
pie SINHA et al.. Biochimie, 75, 13-23 (1993). 

L'invention a egalement pour objet un procede d'obtention de transcrits, ou d'amplification cyclique avec obtention 
25 de transcrits, d'une s6quence-cible d'un acide nucieique, et/ou d'une sequence complementaire de ladite sequence- 
cible. ladite sequence-cible comprenant d son extremite 5' une sequence amont et ^ son extr6mite 3' une sequence 
aval, ledit precede comprenant dans des conditions permetlant I'hybridation et le tonclionnement des activites enzy- 
matiques presentes, la mise en contact d'un echantillon contenant ou susceptible de contenir ledit acide nucieique 
avec : 

30 

a) un premier oligonucleotide-chimere tel que defini cl-dessus, capable de s'hybrider avec la sequence aval de la 
sequence-cible, 

b) eventuellement un second oligonucieotide-chimere, tel que defini ci-dessus, capable de s'hybrider avec une 
region aval d'une sequence complementaire de ladite sequence-cible^ ladite region aval etant complementaire de 

3S ladite sequence amont, 

c) et un systeme enzymatique contenant une activite ADN-polymerase. une actlvite ARN-polymerase capable de 
fonctionner avec ledit promoteur et une activite capable de degrader specifiquement la region de la clble ou du 
complementaire de la cible qui est capable d'appariement avec au moins une partie du deuxidme segment du 
premier ou du deuxifeme oligonucleotide, respectivement, et I'incubation pendant un temps suffisant du melange 

40 obtenu. 



Les sequences amont et aval sont des sequences non chevauchantes. Le plus souvent. les sequences amont et 
aval ne seront pas identlques. 

Le precede de rinvenlion est mis en oeuvre dans des conditions permettant I'hybridation des oligonucleotides 
avec leurs brins cibles et le fonctionnement des diverses activites enzymatiques impliquees. Ces conditions sont bien 
connues et ne seront pas rappeiees en detail ici. On opere bien entendu dans des solutions tampons appropriees. en 
presence d'un exces de ribonucieosides triphosphates et desoxyribonucl6osides triphosphates necessaires notam- 
ment pour I'elongation de i'ADN et la synthese des produits de transcription. 

La reaction d'amplification peut aussi §tre effectuee sur support solide. La fixation de Toligonucieotide chimere qui 
porte une sequence sonde s'hybridant avec la molecule d'aclde nucieique de depart permet une etape de purification 
de la cible prealablement d retape d'amplification, et permet la detection sur support solide des seuls produits d'am- 
plification qui ont une sequence honriologue ^ la clble. La fixation des deux oligonucleotides chimdres permet la de- 
tection sur support solide de tous les produits d'amplification, ceux ayant une sequence homolbgue d la cible. et ceux 
ayant une sequence complementaire de la cible. 

Le procede de l'invention peut etre mis en oeuvre de iagon isotherme. Les specialistes comprendront aisement 
qu'il est toutefois possible de meltre en oeuvre ce procede avec utilisation de cycles de temperatures destines even- 
tuellement ^ favoriser une activite enzymatique aux depens d'une autre, alin de lavoriser. le cas 6ch6ant, un ordre 
precis dans le fonctionnement successif des diverses activites enzymatiques impliquees. 



7 



EP 0 721 988 A1 



Selon un mode de realisation particulier. ladite activity de degradation sp6citique de la cible est une activity de 
RNase H. II faut bien comprendre que dans le cas ou Tacide nucl^ique de depart est un ADN. ('activity de degradation 
dc la sequence-cible par la RNase H s'effectue sur les transcrits (ARN) obtenus grSce au proc6d6 de I'invenlion et 

non sur I'ADN de depart. 

Le precede de rinvention peut etre mis en oeuvre en inlroduisan! des le depart, dans I'enceinle r6aclionnelle, tous 
les Ingredients necessaires a la bonne marche du precede, ce qui permet d'eviter les contaminations. 

Bien entendu. le procede de I'invention peut impliquer des etapes prealables telles que Cextraction des actdes 
nucleiques d'un echanlillon biofogique ou la denaturation de la molecule d'acide nucleique de depart pour obtenir une 
structure simple brin si Tacide nucleique de depart est un duplex ou s'il s'agit d'une molecule tres strucluree. 

De meme, le procede de invention peut etre suivi par exemple d'etapes de separation el/ou de quantification des 
produits de transcription ou des produits d'amplification, ces etapes pouvant etre mises en oeuvre de fagon connue 
en soi. 

L'invenlion a encore pour objet un necessaire pour la detection d*un acide nucl6ique cible susceptible d'etre present 
dans un 6chantillon, ledit necessaire permettant la mise en oeuvre de la methoded'amplification decrite pr6c6demment. 

On va maintenant decrire I'invention de fagon plus detaillee en faisant reference au dessin annexe dans lequel la 
figure unique decrit schi6matiquement un mode particulier de realisation du precede de Tinvenlion, comprenanl I'ob- 
tentlon de sequences d'acides nucieiques a extremites definies pouvant entrer dans le cycle de la reaction d'ampiifi- 
cation encore appeiee "Amplification utilisant une Chimere Promoteur" (en abrege ACP) objet de rinvention. Les lignes 
onduiees represenlent les acides nucleiques de nature ribonucleique. Les lignes fines representenl les acides nuciei- 
ques de nature desoxyribonucieique. Les lignes epaisses represenlent les sequences d'acide desoxyribonucieique 
conslituant Tun des brins d'une sequence capable de jouer le role d'un promoteur. Les deux oligonucieolides chimeres 
sonl constitues chacun d'une sequence d'acide desoxyribonucieique (P, ou P2) pouvant jouer le role de brin sens de 
promoteur d'une ARN polymerase, d'une sequence desoxyribonucieique d'inillation de la transcription (I, ou Ig) et 
d'une sequence ribonucleique sonde (S, ou Sg). Les oligonucleotides chimeres sent bloques en 3'. Ce blocage est 
represente par un point noir. Le site d'initiation de la transcription, appeie aussi position +1, est repr6sente par une 
fieche. Deux brins d'acide nucleique represenies en paralieie. c6te d cote, sont hybrid6s. Les signes "+■ et font 
reference d des sequences appartenant k des brins opposes d'un acide nucleique, c'est k dire des brins compiemen- 
taires. 

Comme on peut le verifier aisement sur la figure 1, selon que Ton utilise un ou deux oligonucleotides chimeres, le 
procede de I'invention revient soit a un proc6de d'ebtenlion de transcrits, sort k une amplificatron cycllque avec pro- 
duction de transcrits. 

Selon le schema de la figure 1, le premier oligonucleotide chimere (portant les sequences P^, 1^, S,) est hybride 
sur une molecule de depart ribonucleique, par I'intermediaire de la sequence sonde de nature ribonucleique (Si), et 
de tout ou partie de la sequence d'initiation de nature desoxyribonucieique (I,). La degradation de I'ARN sur la region 
heteroduplex ARN:ADN formee par hybridation de la molecule de depart ARN avec lout ou partie de la sequence 
d'initiation ADN (I,) permet de creer une extr6mile 3' sur la molecule de depart et de definir ainsi I'extremite 3* de la 
sequence cible, si elle ne retait pas deja. Pr6feremiellement, I'ARN de la region heteroduplex ARN:ADN est degrade 
par une activite RNase H. Cependant, cette degradation peut etre effeclu6e par tout autre moyen. La region de 1^ qui 
est hybridee avec la sequence cible est autant que possible une sequence adaptee k ia digestion par la RNase H 
utilisee. En particulier, cette region devra 6tre suffisamment longue pour servlr de substrat ^ cette enzyme, et porter 
de preference les bases les plus favorables k la reaction. Selon Keller et al (197g, Nucleic Acid Research?: 179-192), 
une sequence de 4 nucleotides serait suffisante pour servir de substrat k la RNase H. Dans le cas oil la molecule de 
depart est ADN et ou la RNase H est presente initialement, la sequence d'initiation devra, notamment par sa taille, 
permettre une hybridation stable de Toligonucieotide chimere sur I'acide nucleique de depart. L'aclivite RNase H peut 
etre portee par differenles enzymes, comme par exemple la RNase H de E. colt, ou associee k une transcriptase 
inverse, comme la transcriptase inverse de I'Af^V (Avian Myeloblastosis Virus). 

Le premier oligonucleotide chimdre reste hybride avec la molecule de depart ARN car la RNase H ne degrade 
pas les homoduplex ARNiARN (ni les ARN monobrins). La sequence sonde 81 est suffisamment longue pour permettre 
une hybridation stable par elle-mSme, La longueur de cette sequence sonde est aussi garante de la bonne sp6ciflcit6 
du systeme : seul un acide nucleique portant une sequence s'hybridant specifiquement avec la chimere sera ampllfie. 
De preference, la sequence sonde aura au moins 5 nucleotides. N6anmoins, on peut aussi ameiiorer la stabilite de 
I'hybridation en utilisant des nucleotides modifies. 

Une ADN polymerase ADN dependante capable d'utiliser une amorce ARN permet I'eiongation de TARN k partir 
de I'extemite 3' lib6ree et la synthfese du brin anti-sens du promoteur. Les ADN polymerases qui conviennent sont en 
particulier celles qui ont un role dans le cycle de replication (comme par exemple I'ADN polymerase alpha de P. po- 
lycephalum ou I'ADN polymerase alpha de placenta humain). Cependant, les polymerases de reparation de I'ADN 
(comme le fragment de Klenow de I'ADN polymerase I d'C. Co//, ou I'ADN polymerase b-IIhe de P potycephalum) 
acceptenl aussi les amorces ARN {Nevinsky et al, 1990. Biochemisty 29 : 1200-1207). On peut uliliser le fragment de 
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Klenow de TADN polymerase I de £ colicxo (-) (d^pourvu d'activite 3* - 5' exonuclease), I'ADN polymerase du bac- 
teriophage T7 (Sequenase. marque depos6e), ou encore les transcriptases inverses (AMV ou MMLV). L'extremit6 3* 
de {'oligonucleotide chimere sonde-promoleur 6tant bloqu6e. il n'y a pas d'6longation de I'ADN polymerase. Ditt6rents 
modes de blocage peuvent etre envisages, comme indiqu6 dans les "definitions" ci-dessus. 

5 La synthese du brin anti-sens du promoteur permet la reconnaissance du promoteur par une ARN polymerase 

specifique de ce promoteur. par example une ARN polymerase phagique. Lorsque le promoteur est sous forme de 
double brin, la transcription avec TARN polymerase appropriee devient possible. Le promoteur double brin peut porter 
par exemple la sequence d'un promoteur pour la T3, la T7, la SP6, la BAM ou la K 11 ARN polymerase, ou une 
sequence derivde ayant consen/6 une fonclionnalite de promoteur pour ces ARN polymerases. On utilise par exemple 

^0 une sequence specifique pour la T3 ARN polymerase comme la sequence consensus SEQ ID n^V une sequence du 
promoteur specifique pour la 17 ARN polymerase comme la sequence consensus SEQ ID (f2, une sequence speci- 
fique pour la SP6 ARN polymerase comme la sequence consensus SEQ ID n*3, une sequence specifique pour ia K11 
ARN polymerase comme la sequence consensus SEQ ID n°4, ou une sequence specifique pour la BA14 ARN poly- 
merase comme la sequence consensus SEQ ID n-5. Par ailleurs, lorqu'on utilise deux oligonucleotides chimeres, les 

15 sequences promotrices des premier et second oligonucleotides chimeres peuvent etre sp6cifiques de deux ARN po- 
lymerases distinctes. 

L'activite ARN polymerase ADN dependante est largement decrite dans la litterature pour les ARN polymerases 
phagiques precedemment citees. Cependant, i'invention peut necessiter une transcription sur une matrice de nature 
ribonucteique et done une aclivile ARN polymerase ARN dependante initiee de \agon specifique par le promoteur. Une 

20 telle activite a ete decrite pour ta T3 ARN polymerase (LEARY et al, 1991. Gene 106: 93-96, demande de brevet 
europeen n" 369 775). Dans {'invention decrite par le brevet europeen n* 369 775. la reaction d'amplification repose 
sur une activite ARN polymerase ARN dependante avec une initiation de la transcription sur un ribonucleotide sur le 
brin matrice en position +1, la transcription s'effectuant sur une matrice entierement ARN. Cependant, le rendement 
de celte reaction est faible. La transcription aboutil a la synthese de moins d'un Iranscril pour dix matrices. On a 

2S maintenant decouvert que ce taux d'amplification peut Sire avantageusemenl augmente torsque I'lniliallon de la trans- . 
cription par TARN polymerase ARN dependante (par exemple la T3 ARN potymerase, la T7 ARN polymerase ou la 
SP6 ARN polymerase) debute avec un desoxyribonucieotide sur le brin anti-sens (position +1 ) et que la transcription 
s'effeclue d'abord sur une matrice ADN complementaire de la sequence d'initialion I puis sur une matrice ARN. La 
transcription dans ces conditions permet d'obtenir au moins 50 transcrits par matrice. Selon ('invention, la region "se- 

30 quence d'initiation II " (ou 12) est presente sous forme ARN dans le produit de transcription qui va devenir cible a son 
tour pour la reaction d'amplification cyclique. La construction des oligonucleotides chimeres rend possible la digestion 
specifique (dans la region complementaire de la sequence d'initiation, nolamment) par la RNase H. d'une parlie des 
ARN a amplifier ou a reamplifier apres {'hybridation de ro{igonuc{eotide chimere. permeltant ainsi la synthese d'une 
sequence ADN matrice complementaire de cette meme sequence d'initiation. Cela permet d'obtenir la region d'initiation 

3S I sous forme d'uri homoduplex DNA/DNA el d'initier la transcription par I'ARN polymerase ARN dependante sur un brin 
matrice ADN, la transcription se poursulvant seulement a partir de la region complementaire d la sequence sonde S 
sur une matrice ARN. La longueur de la sequence d'initiation sera comprise par exemple entre 4 et 18 nucleotides. 

La transcription par I'ARN polymerase permet la synthese de multiples transcrits. Ces transcrits component une 
sequence entierement complementaire de celle de I'acide nucieique de depart exception faite de leur extremite 5' qui 

^0 a ete detinie grace k la coupure de I'ARN cible par la RNase H sur ia region hybridee ^ la region d'initiation 1^ sur 
I'oligonucieotide chimdre. Ainsi, si I'oligonucieotide chim6re s'est hybride completement a I'extremite 3' de I'acide nu- 
cieique de depart, et si la sequence d'initiation I, ne comporte que des bases strictement compiementaires de celles 
de cette cible, I'extremite 5' des transcrits est complementaire de I'extremite 3' de I'acide nucieique de depart. Au 
contraire, si I'oligonucieotide chimere ne s'est pas hybride strictement a I'extremite 3' de ia molecule de depart, les 

^5 transcrits seront plus courts que cette molecule de depart. Dans tous les cas, I'extremite 5! des neo-transcrils sera 
definie, puisque celte sequence sera obligatoirement hooiologue de celle des regions I, el de I'oligonucieotide 
chimere. 

Selon un mode de realisation particulier, la region d'initiation I, peut contenir dans sa partie 5' des nucleotides non 
apparies avec la molecule de depart. En consequence, I'extremite 5' des neo-transcrits contient une sequence non 

50 totalement complementaire de celle de cette cible et que I'on peut choisir arbitrairement. Cette faculte de choix peut 
etre mise h profit pour favoriser par exemple une augmentation du facteur de transcription, notamment en choisissant 
la sequence consensus d'initiation specifique de la transcription pour le promoteur et I'enzyme utilises. Par exemple. 
pour ia T3 ARN polymerase, la T7 ARN polymerase et la K1 1 ARN polymerase, cette sequence sera pr6f 6rentiellement 
la sequence SEQ ID n*6 ; pour la SP6 ARN polymerase, cette sequence sera preierenliellement la sequence SEQ ID 

55 n''? ; pour la BA14 ARN polymerase, cette sequence sera preferentiellemenl la sequence SEQ ID n^B. Le choix de 
celte partie de I, non complementaire de la cible peut permetlre aussi, par exemple. une stabilisation du transcrit ou 
rapport d'une sequence particuli^re permeltant la detection. 

Les neo-transcrits. issus de la transcription sous le contrdle du promoteur present dans le segment P<|, peuvent 
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s'hybrider avec le second ollgonucleollde chimere par Tinlerm^diaire de la sequence sonde (Sg). et par rinterm6dlaire 
de tout ou partie de la sequence d'initlation (I2). Ce second oligonucleotide chimere possede les memes caract6risti- 
ques que le premier oligonucl6otide chimere promoleur-sonde d6cril pr6c6demment. mis ^ part le tait qu'il est capable 
d'hybridation non avec la sequence aval de la cible de depart, mais avec une sequence aval du compl6menlaire de 

s la cible (ladite sequence aval du compldmentaire etant le comptSnnentaire de la sequence amont de ia cible de depart). 
Preferentiellement, il porte la meme sequence promoteur que le premier oligonucleotide chimere promoteur-sonde. A 
nouveau. la partie ARN de la region h6t6roduplex ARNiADN lormee par hybridation des transcrits ARN avec tout ou 
partie de la sequence d'initlation de type ADN (I2) est degradde, notamment par digestion par la RNase H. Comme 
indique precedemment. la region d'initiation I2 peul renfermer du cote 5* une sequence non hybridSe avec les transcrits. 

'0 La sequence sonde S2 etant suffisament longue ou I'hybridation sulfisament stable, les transcrits restenl hybrides avec 
le second oligonucleotide chimere. Une ADN polymerase ADN dependante appropriee permet alors la synthese du 
brin anti-sens du promoteur par elongation des transcrits le long de I'oligonucleotide chimere. Preferentiellement, la 
meme ADN polymerase est utilis^e pour I'installation du deuxieme brin des promoteurs des premier et second oligo- 
nucleotides chim^res. La transcription avec I'ARN polymerase appropriee permet d nouveau la synth&se de multiples 

IS transcrits. 

Ces transcrits portent d leur extr^mite 3* les sequences compiementalres de 1) et permettant I'hybridation avec 
le premier oligonucleotide chimdre (Pi.l,.Si) Le brin ARN du nouvel heteroduplex ADN:ARN form6, c'est d dire la 
region du transcrit compiementaire de la region I, est le substrat de la RNase H. L'eiongation de I'extremrte 3' du 
transcrit, a I'aide d'une ADN polymerase, va alors former le brin anti-sens du promoteur P^. Une ARN polymerase 

20 specilique du promoteur P, permet ensuite la synthese de multiples transcrits qui portent a leur extremite 3' une se- 
quence compiementaire des regions I2 et S2 du second oligonucleotide chimere, permettant I'hybridation avec celui- 
ci. Le brin ARN de ce nouvel hybride ADN.ARN peut etre degrade, dans sa region compiementaire de la region I2, par 
la RNase H. Le cycle peut alors etre reitdre. 

Le procede de I'invention, grace a la repetition de I'installation de I'oligonucleotide chimere sur une sequence 

2S d'acide ribonucieique, conduit d la synthese de multiples transcrits, et permet d'amplifier exponentiellement le fragment 
d'acide nucieique cible initial. 

On peut constater aisement que pour que le procede de I'invention puisse fonctionner avec une cible d'ADN, il est 
necessaire que I'extremite 3* de cet ADN soil definie. Autrement dit. dans ce cas. la sequence aval de la sequence- 
cible correspond ^ la sequence d'extremite 3' de I'ADN de depart. Cela peut dtre fait de fa^on connue, dans des 

^ operations prealables a la mise en oeuvre du procede de I'invention. Pour definir une extremite sur un ADN double 
brin, on peut couper la cible avec des enzymes de restriction. Si I'ADN est simple brin. on peut hybrider, sur I'endroit 
a couper, des oligodesoxyribonucleolides. ce qui permet la coupure par des enzymes de restrictbn. On peut egalement 
definir I'exlremite 3' en utilisant un bloqueur: sur un ADN simple brin, on peut hybrider deux oligonucleotides sur les 
regions qui doivent devenir les extremiles. L'oligonucleotide amont est soumis a une elongation enzymatique. Lorsque 

3^ i'enzyme arrive a i'oligonucleotide aval, appele oligonucleotide bloqueur, la reaction d'eiongation est arretee. Cet arrdt 
peut etre induil par differents facleurs ; en particutier, on peut utiliser une polymerase depoun/ue d'actrvite de depla- 
cement. et qui sera bloquee par un oligonucleotide constttue de bases naturelles. Si la polymerase a une activite de 
deplacement, I'oligonucleotide bloqueur peut comporter des modifications chimiques induisant le blocage (comme par 
exemple du psoraiene), ou des modifications au niveau de la liaison internucieotidique (comme par exemple les liaisons 

40 phosphorothioate. H-phosphonate, atkyi phosphonate), ou encore au niveau du squelette comme par exemple les 
alpha-oligonucieotides (brevet Fran9ais n** 2 607 507) ou les PNA (Egholm et ai, 1992. J. Am. Chem. Soc. 114: 
1895-1897). Une autre m6thode consiste a utiliser une sequence d'initiation I comprenant un site de restriction present 
sur la sequence cible, led It site contenant des nucleotides modifies dont la nature ne permet pas la coupure par Tenzyme 
de restriction. On obtient ainsi une extremite 3' definie sur une cible ADN par clivage seiectif du brin cible. 

45 Les exemples suivants illuslrenl I'invention. Sauf precision contraire, les methodes relatives k la mise en oeuvre 

des exemples decrils ci-apres sont conformes k leur description par Sambrook et al (1989. [\/lolecular Cloning : A 
Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor). 

Les essais ont ete elfectues sur la sequence du gene JEM codant pour une p-tactamase induisant une resistance 
a ramplcilline et present, en particulier, dans le plasmide pBR322. 

50 D'une fagon g6nerale, les reactions decrites ci-aprds sont realisees dans un volume final de 20 |il de tampon . 40 

mM Tris-HCI pH 8,1 . 10 mf\/l MgCl2: 1 mM NTP. 1 mM dNTP, 5 mM DTT. 1 mf^ spermidine-HCI, 8% polyethylene glycol, 
0,01 % triton XI 00, 50 pg/ml albumine de s6rum de boeuf ; toutefois, certains de ces paramdtres pourront etre ajustes 
pour chacun des protocoles. Les enzymes ulilisees sont la T7 ARN polymerase (Ozyme-Blolabs). la T3 ARN polyme- 
rase (Pharmacia), la SP6 ARN polymerase (Pharmacia), la Klenow sequencing grade (nom commercial ; Boehringer), 

55 la klenow exo (-) (USB), la transcriptase inverse Superscript II (nom commercial; Gibco BRL). la Sequenase (nom 
commercial ; USB), la RNase H d'5. co// (Boerhinger). 

NTP et dNTP deslgnent les nucleosides triphosphales. 

En general, les conditions reactionnelles n'oni pas fait I'objet d' experiences pr6alables d'optimisation. 
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Exemple 1 : Synthese des oligonucleotides chimferes ADN/ARN 

Les oligonucleotides chimeres T7(+)-A27-ARNA28 (SEQ ID30) et T7(+)-A21-ARNA20 (SEQ ID 29) son! pr6par6s 
sur synlheliseur APPLIED BIOSYSTEMS 394 DNA/RNA. La synthase se d6roule de 3' en 5' en utilisant la chimie des 
5 phosphoramidiles. La partle ARN est realls^e avec des rrbonucl§otides fournis par la Society APPLIED, lis sont pro- 
leges en 2' par un groupement ler-butyldimethylsilyl (t-BDMS), (Admf: ret 401 350, Gdmf: ref401 351 . Cibu : ref401 352 
et U: re(401353). La partie ARN se situanl en 3\ la synthese des chimeres demarre avec un support portanl un 
ribonucleotide. Les supports de synthese sont des colonnes ARN iMmol 1000A, adenosine- WPS de chez BIOGENEX 
(ref 8310-1). 

10 La partie AON est realisee avec des desoxyribonucleotides a deproteclron raplde (ournis par la societe PHARMA- 

CIA (PAC dA : ref 27-1723-03, iPr-PAC dG : ref 27-1726-03. IBU dC : r6f 27-1725-03). Le d6soxyribonucleoside T est 
fourni par APPLIED BIOSYSTEMS (ref 400329). 

Les deux cycles de synthese utilises sont conformes aux Instructions du constructeur. 

Une solution d'ammoniac dans I'^thanol anhydre est utilis6e pour diver le chim6re du support. La solution est 
IS obtenue en faisant buller de rammoniac anhydre (ALDRICH ref 29, 499-3) dans de I'^thanol pur (MERCK r6f 983) 
pendant 1 h. 

La deprotection de Toligonucleotide chlmfere, a I'exception des groupements hydroxyles en 2' de la partie ARN, 
est realisee dans cette meme solution ammoniacale, une nuit a temperature ambiante. 

Apres evaporation de la solution ammoniacale, a Tevaporaleur rotatif, 50 equivalents de fluorure de tetrabutylam- 
20 monium (TBAF 1 , 1 M/THF. ALDRICH 21,61 4-3). sent utilises pour deproteger les groupements hydroxyles en 2*. Apres 
24h de contact a temperature ambiante avec le TBAF. le chimere est s6ch6 k Tdvaporaleur rotatif puis repris dans 1 
ml d'eau milli Q (marque de commerce) stdrile. La solution aqueuse est lavee a ('acetate d'ethyle et dessalde sur 
colonne ^changeuse d'ions dans les conditions suivantes : 

2S Colonne : WATERS protein-pak DEAE 15HR 

ISjim, 1000A 
AP-1 lOMOOmm 

Tampons : A=TE AB 0. 1 M(TEAB=bicarbonate de tri6thylamine) 
30 B=TEAB 2M 

Le produit est charge sur la colonne avec 100% de tampon A pendant 20 min puis 6lu6 avec 100% de tampon B 
pendant 30 min avec un debit de 4 ml/min. 

Le tampon B est realise en faisant buller du dioxyde de carbone (ALDRICH ref 29.510-8) dans un melange trie- 
3S thylamine (ALDRICH r6f 23,962-3)/eau sterile. 

Apres dessalage, la molecule chimere est sechee a I'evaporateur rotatif puis reprise dans 1 ml d'eau sterile. En- 
suite, le chimfere est purilie par chromatographie en phase inverse dans les conditions suivantes. 

Colonne preparative sur Ullrapore RPMC Beckman 
40 dp5^m. 10*250mm 

N* de s6rie n" 238770 

Tampons : A=TE AA 0. 1 M 

B=TE AA 0. 1 M/CHjCN 50% 

45 

References : Triethylammonium acetate (TEAA)2 M HPLC grade 
APPLIED BIOSYSTEMS 
. Acetonitrile : BAKER HPLC gradient grade 

50 Gradient : de 20 a 30 % de B en 10 min, puis de 30 a 70 % de B en 20 min avec un debit de 4,7 ml/min. 

Exemple 2 : Elongation d'une amorce ARN sur une matrice ADN . 

Cet exerriple a pour but de montrer qu'une amorce ARN peut servir de substrat k une ADN polymerase en vue de 
55 son elongation sur une matrice ADN. Pour ce faire, plusieurs oligonucleotides ont ete utilises, ^oligonucleotide T7(+)- 
A27-A28 (SEQ ID No 1 1 ) constitue la matrice ADN et porte de son extr6mile 5* vers son extremiie 3*. la sequence sens 
du promoteur T7, un© sequence A27 el une sequence A28. L'oligonucieoliae ARNA19 (SEQ ID No 9) el I'ollgonucieo- 
tide A19 (SEQ ID No 10) sont des amorces de nature ARN et ADN, respectivement, dont la sequence est compie- 
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mentaire de la sequence sonde A28 de I'oligonucleolide T7(+)-A27-A28 (SEQ ID No 11). Ces deux oligonucleotides 
sont radionriarqu6s au ^2 p a le^r extremit6 5*-OH, par la polynucleotide kinase . 

L'oligonucl6olide T7(+)-A27-A28 (SEQ ID No 11) at rollgonucl6otide ARN19 (SEQ ID No 9) ou A19 (SEQ ID No 
10) sont incubus pendant 5 minutes ^ 65*C ^ la concentration de S.lQio copies/ \i\ chacun dans un volume final de 
20 \i\ de milieu r§actionnel telque d^cril pr6cedemment. ajust6 a 20 mM MgClg et en absence de NTP. Les tubes sont 
ensuite places 1 0 minutes a temperature ambiante at in de permettre I'hybridalion des oligonucleotides, puis preincubes 
environ 1 minute ^ 37^*0 avanl 1' addition de 13 unites de Sequenase. ou de 10 unites de klenow. ou de 130 unites de 
Superscript II transcriptase inverse. On effeclue en parallele des controles reactionnels sans enzyme et/ou sans ma- 
trice. Apres incubation pendant 1 heure a 37"C, on arrete les reactions par retroidissement sur de la glace. Une partie 
de chaque echanlillon (10 mO est melangee avec 10|il de "bleu formamide" (90% lormamide. 0,02 xylene. cyanole, 
0.02% bleu de bromophenol, 25 mM EDTA) puis analysee par 6lectrophor6se sur gel 15% polyacrylamlde - 7M ur6e 
en presence d'un marqueur de poids moleculaire forme par un melange d'oligodesoxyribonucleolides de 60, 55, 50, 
45. 40. 35. 30 et 25 nucleotides. Apr6s s^chage. le gel est autoradiographic sur film X-Ray. 

Quelle que soit I'enzyme utilis6e, on observe une elongation equivalente ^ parlir d'une amorce ADN ou d'une 
amorce ARN. On peut toutefois noter, dans le cas de reiongation par ia Sequenase, la presence de produits d'extension 
plus longs que ceux attendus (50 nucleotides). 

Exemple 3 : Transcription par la T7 ARN polymerase, la T3 ARN polymerase et la SP8 ARN polymerase sur matrice 
simple ou double brin de nature entierement ADN ou ARN a partir de la position -I-18. Effet de I'ADN exoqene . 

Les aclivites de la T3 ARN polymerase, de la SP6 ARN polymerase et de la T7 ARN polymerase bnt ete lestees 
sur dilferenls types de matrices. Pour cela, une serie d'oligonucieotides a ete construile (leur composition est Indiquee 
de 5' vers 3', avec I'extremite 5' a gauche) : 

* pour I'analyse de la transcription par la T3 ARN polymerase : 

- oligonucleotide T3(-)-Al8-A19 (SEQ ID N" 19): la sequence anti-sens du promoleur T3, une sequence A18 
de nature ADN et une sequence A19 de nature ADN. 

- oligonucleotide T3(+)-A27- A28 (SEQ ID NM 5 ) : la sequence sens du promoteur T3, une sequence d'initiation 
A27 de nature ADN et une sequence sonde A28 de nature ADN, 

- oligonucleotide T3(+) (SEQ ID NM 6 ) : la sequence sens du promoteur T3. 

- oligonucleotide chimere T3(-)-A18-ARNAi 9 (SEQ ID N'*20) : la sequence anti-sens du promoleur T3, une 
sequence A18 de nature ADN et une sequence A19 de nature ARN, 

* pour I'analyse de la transcription par la SP6 ARN polymerase : 

- oligonucleotide SP6(-)-A18-A19 (SEQ ID N° 17) : la sequence anti-sens du promoteur SP6, une sequence 
A18 de nature ADN et une sequence A19de nature ADN, 

• - oligonucleotide SP6(+)-A27-A28 (SEQ ID N'lS) : la sequence sens du pronroleur SP6, une sequence d'ini- 
tiation A27 de nature ADN et une sequence sonde A28 de nature ADN, 

- oligonucleotide SP6(+) (SEQ ID N' 14 ) : la sequence sens du promoteur SP6, 

- oligonucleotide chlmfere SP6(-)-A18-ARNA1 9 (SEQ ID N« 22) : la sequence anti-sens du promoteur SP6, une 
sequence A18 de nature ADN et une sequence A19 de nature ARN, 

* pour I'analyse de la transcription par la T7 ARN polymerase : 

- oligonucleotide T7(-)-Al8-Al9 (SEQ ID N" 18) : la sequence anti-sens du promoteur T7. une sequence A18 
de nature ADN et une sequence A19 de nature ADN. 

- oligonucleotide T7(+)-A27-A28 (SEQ ID N" 1 1 ) : la sequence sens du pronwieur T7. une sequence ^initiation 
A27 de nature ADN et une sequence sonde A28 de nature ADN, 

- oligonucleotide T7(+) (SEQ ID N" 12) : la sequence sens du promoteur T7, 

• oligonucleotide chimfere T7(-)-A18-ARNA19 (SEQ ID N* 21): la sequence anti-sens du promoteur T7, une 
sequence A18 de nature ADN et une sequence A19 de nature ARN. 

Pour I'etude de I'actrvite de la T3 ARN polymerase sur matrice ADN, Toligonucieotide matrice T3(-)-A1 8-A1 9 (SEQ 
ID No 19) est hybride soit avec I'oligonucleotide T3(+)-A27-A28 (SEQ ID No 15). pour I'etude de la transcription sur 
une mairlce double brin ; soil avec I'oligonucleolide T3(+) (SEQ ID No 16). pour reiude de la transcription sur une 
matrice simple brin ; soit {'oligonucleotide T3(-)-A18-A19 (SEQ ID No 19) est teste seul, pour I'etude de la transcriplion 
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avec un promoteur simple brin el sur une matrice simple brin. 

Pour l'61ude de I'activilS de la T3 ARN polymerase sur malrice de nature ADN de (a position +1 d la position +17 
et de nature ARN d partir de la position +18 (positions par rapport au site d'initiation de la transcription), roligonucldolide 
matrice T3(-)-Al8-ARNA1 9 (SEQ ID No 20) est hybride avec les m§mes oligonucleotides non matrice que dans le cas 
5 precedent. 

De meme. pour I'etude de I'activite de la SP6 ARN polymerase sur matrice ADN, roligonucleotide matrice SP6(-)- 
A18-A19 (SEQ ID No 17) est hybride soit avec roligonucleolide SP6(+)-A27-A28 (SEQ ID No 13). pour I'elude de la 
Iranscriptlon sur malrice double brin ; soit avec I'ollgonucleotrde SP6(+) (SEQ ID No 14). pour I'elude de la transcription 
sur la matrice simple brin ; soit I'oligonucleotide SP6(-)-A18-Al9 (SEQ ID No 17) est teste seul. pour r6tude de ta 

fo transcription avec un promoteur simple brin et sur une malrice simple brin. 

Pour retude de I'activite de la SP6 ARN polymerase sur matrice de nature ADN de la position +1 ^ la position +17 
et de nature ARN k partir de la position +18, ['oligonucleotide malrice SP6(-)-Al8-ARNA19 (SEQ ID No 22) est liybrrde 
avec les mSmes oligonucleotides non matrice que dans le cas precedent. Enfin, pour I'etude de I'activite de la T7 ARN 
polymerase sur matrice ADN, I'oligonucleotide maUice T7(-)-A18-A19 (SEQ ID No 18) est hybride soit avec I'oligonu- 

'5 cieotide T7(+)-A27-A28 (SEQ ID No 11 ), pour I'etude de la transcription sur matrice double brin ; soit avec I'oligonu- 
cleotide T7(+) (SEQ ID No 12), pour I'etude de la transcription sur la matrice simple brin ; soit I'oligonucleotide T7(-)- 
A18-A19 (SEQ ID No 18) est teste seul, pour I'etude de ia transcription avec un promoteur simple brin et sur une 
matrice simple brin. 

Pour reiude de ractiviie T7 ARN polymerase sur matrice de nature ADN de la position +1 a la position +17 el de 

20 nature ARN a partir de la position +18, I'oligonucleotide matrice T7(-)-Al8-ARNAl9 (SEQ ID No 21) est hybride avec 
les memes oligonucleotides non matrice que dans le cas precedent. 

En outre, les essais ulilisant la T7 ARN polymerase ont egalemeni ete effectues en presence de 10 ng ou de 1(X) 
ng d'ADN de sperme de saumon, afin de tester I'effet de la presence d'ADN exogene sur la transcription. 
: Dans ces tests, les oligonucleotides sont a la concentration de 5. 10^ copies/^l chacun. Les reactions sont effec- 

2S tuees dans un volume final de 20^1 de milieu r6actionnel d6crit pr6c6demment, en Tabsence de dNTP, et en prenant 
soin d'ajuster les conditions en tonction de la polymerase test6e comme indique ci-apr6s : 10 mM MgCl2 et 1 mM 
CaClg pour la T3 ARN polymerase ; 4 mM MgClg pour la SP6 ARN polymerase ; et 6 mM MgClg pour la T7 ARN 
polymerase. Les echantillons sont denatures par chauffage ^ 65°C durant 5 minutes puis descendus ^ 37*^0 en 10 
min. La reaction de transcription est alors amorcee par j'additlon de 50 unites de polymerase, et aprds incubation 

00 pendant deux heures a 37'C, ia reaction est stoppee sur de la glace. Les echantillons de 10 \i\ sont melanges avec 
10 [il de "bleu fonmamide" et analyses par eleclrophorese sur gel 20% polyacrylamide - 7M ur6e, suivie d'un electro- 
Iransferl sur Hybond N (nom commercial, Amersham), hybridation avec roligonucleotide A1 9 (SEQ ID N* 10) marqu6 
d la peroxydase el revelation par uh subslrat colorimetrique, la diaminobenzidine. 

On a trouve que quelle que soit Tenzyme utilisee. les resultats de la transcription sur malrice ADN sont equivalents, 

35 que la matrice soit sous forme double ou simple brin. Par contre, les conditions experimentales telles que decrites ne 
permettent pas la transcription a partir d'un promoteur ADN simple brin sur une matrice ADN simple brin. De meme. 
aucune transcription n'est observee ^ partir d'un promoteur ADN simple brin sur matrice ARN simple brin pour aucune 
des trois enzymes. 

L'etude de la transcription par la T3 ARN polymerase ou par la T7 ARN polymerase, en presence d'un promoteur 
40 ADN double brin sur matrice ARN d partir de la position +18 [oligonucleotides T3 ou T7 (-)-A18- ARNA1 9J, montre que 
le taux de transcription obtenu avec cette matrice sous sa forme double brin est plus faible que celui obtenu sur une 
matrice ADN (simple ou double brin); par contre, le taux obtenu avec cette mSme matrice sous sa forme simple brin 
est aussi eieve que celui obtenu sur une matrice ADN. Les r6sultats observes dans le cas de ia SP6 ARN polymerase 
monlrenl que le taux de transcription sur matrice ARN simple ou double brin est plus faible que celui sur matrice ADN. 
45 L'etude de I'effet de la presence d'ADN de saumon sur la transcription par la T7 ARN polymerase montre que le 

taux de cette transcription n'est pas affecte par la presence d'ADN exogene. 

Le facteur de transcription etanl defini comme le nombre de transcrits obtenus par matrice. on peul estimer ce 
facleur a environ 10 pour la transcription sur matrice double brin et ARN a partir de +18 pour la T3 ARN polymerase, 
d environ 50 pour la transcription sur matrice simple brin et ARN a partir de +18 pour cette meme enzyme. Pour la 
so SP6 ARN polymerase, le facteur de transcription sur matrice double brin ou simple brin et ARN d partir de +18 peut 
etre evalue d environ 10, pour la T7 ARN polymerase, le facteur de transcription sur malrice double brin et ARN d 
partir de +18 peut etre evalu6 d environ 50, et ^ environ 100 sur simple brin. 

Exemple 4 Transcription sur matrice ARN a partir de la position +1 par la T3 ARN polymerase. Transcription sur 

55 matrice simple ou double brin. 

L'activiid d© la T3 ARN polymerase a 616 testae sur une matrice enUeremenl ARN. Pour cela. un oHgonucl6oilde 
chimere T3(-)-ARNA18-ARNAl9 (SEQ ID N"* 23) a 6te conslruit qui renferme de son exlremiie 5' vers son exlr6miie 
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3*: la sequence ADN anli-sens du promoteur de la T3 ARN polymerase, une sequence ARNA18 de nature ARN et une 
sequence ARNA19 de nature ARN. Get oligonucleotide est hybrid^ soit avec roligonucleotide T3(+) (SEQ ID N" 16) 
pour tester Tactivite sur matrice ARN sinnple brin, soit avec I'oligonucleotide T3(+)-A27-A28 (SEQ ID N" 1 5). pour tester 
I'activite sur matrice double brin. Les reactions sont effectuees dans 20 pi de milieu r6actionnel decrit precedemment, 

5 en absence de dNTP, ajuste a 10 mM MgCl2 et chacun des oligonucleotides etant present a la concentration de 5.10^ 
copies/pl. Les reactions ont en outre ete lestees en presence de 10% glycerol ou de 3% glycerol. Apres incubation 
pendant 5 minutes a 65^*0 , puis refroidissement d Zl'^C en 10 min. la reaction est amorcee par addition de 50 unites 
de T3 ARN polymerase. On laisse incuber pendant 2 heures a 37''C, puis les reactions sont arretees sur de la glace. 
Une fraction aliquote (10 ^1) des produits de la reaction sur matrice double brin est soumise a la digestion par la DNase 

10 I. L'analyse des reactions est effectuee par electrophorese d*une partie aliquote de lOpI sur gel 20% polyacrylamide- 
7M uree, electrolranslert sur Hybond N, hybridation avec roligonucleotide A19 (SEQ ID N* 10) marque par la peroxy- 
dase et revelation par un substrat chemiluminescent, le luminol. 

Le meme essai-temoin conduit dans I'exemple N°3a 6te conduit ici et permet de montrer que le proc6de d'analyse 
utillsant comme substrat le luminol est suflisament sensible pour permettre la mise en evidence des 5X10^° copies 

15 ^oligonucleotide non matrice T3 (+)-A27-A28 (SEQ ID N' 15) presents sur les blots dans le cas des reactions sur 
matrice double brin. Cependant, ie transcrit obtenu est de taille interieure. En outre, la digestion par la DNase I permet 
d'eitminer le bruit de fond du ^ cette hybridation. Les resultats montrent que i'on obtient une transcription sur matrice 
ARN a partir du +1 aussi bien avec la forme double que simple brin, mais que le taux de cette transcription est faible : 
on obtient environ un transcrit pour 10 matrices. 

20 

Exemple 5 : Reiteration du processus d'installation du promoteur et transcription sur matrice ARN. 

Afin de demontrer la possibilite d'installer un promoteur sur un ARN, d'obtenir des transcrits complementaires, de 
reiterer I'installation du promoteur sur ces transcrits et d'obtenir des transcrits complementaires des transcrits de la 
2S premiere reaction, un oligonucleotide cible ARNA20-ARNA1 9 (SEQ ID N° 28) de nature entiferement ARN a ete cons- 
truit. 

Get oligonucleotide a 6t6 melange aux oligonucleotides T7(+)-A27-A28 (SEQ ID N" 11) el T7(+)-A21-A20 (SEQ 
ID N" 28) d ta concentration de 5.10^^ copies/Ml chacun dans 20 ^1 de milieu reactionnel decrit precedemment. Apres 
denaturation pendant 5 minutes ^ 65*G, les tubes sont incubes pendant 10 minutes ^ temperature ambiante, puis 1 

30 nr^inute ^ 37''C avant I'addition de 10 unites de klenow. On fait incuber a 37*C pendant 30 minutes. L'enzyme est 
denaturee pendant 10 minutes a 65°C. On effectue une nouvelle incubation pendant 10 minutes a temperature am- 
biante afin de permettre I'hybridation des oligonucleotides. Apres 1 minute de preincubation a 37**C, on ajoute 50 unites 
de T7 ARN polymerase. On laisse incuber duranl 1 heure a 37^*0. Certaines reactions sont arretees a ce slade. 
Les reactions sur lesquelles on veul effectuer une deuxieme etape de transcription sont a nouveau chauftees a 

35 65* G pendant 10 minutes, de la9on a denaturer la T7 ARN polymerase. Apres incubation a temperature ambiante 
durant 10 minutes, on ajoute a nouveau 10 unites de klenow et met en incubation k 37''G pendant 30 minutes. Apres 
un nouveau cycle de denaturation de la klenow (65"C, 10 minutes ; temperature ambiante, 10 minutes ; pr6incubatk?n 
A 37'C), on ajoute 50 unites de T7 ARN polymerase et met en incubation 60 minutes d 37'G. Les reactions sont 
stoppees dans la glace. Un cinquieme du produit de la reaction (representant 2X10^^ copies de chacun des oligonu- 

^0 cieotides initialement presents) est melange avec un volume 6gal de "bleu formamide" et est analyse sur gel 20% 
poly aery la mide-7f^ uree. Differents echantillons de la meme reaction sont analyses en paralieie. Apres eiectrotransfert 
sur Hybond N, tes blots sont hybrides soit avec roligonucleotide A20 (SEQ ID N*25), soit avec I'oligonucleotide A26 
(SEQ ID N**26) marques a la digoxigenine. reveles par le systeme de detection de Boehringer mettant en jeu une 
reaction immunoenzymatique avec un anticorps antidigoxigenine et un substrat luminescent, puis autoradiographie 

45 par films X-Ray. 

Lors de la premiere etape de transcription, ('oligonucleotide non matrice T7(+)-A27-A28 (SEQ ID N'11) peut s'hy- 
brider sur la cible ARNA20-ARNA1 9 (SEQ ID N*24) car la sequence A28 est compl6mentalre de I'oligonucleotide Al 9. 
Le second oligonucleotide T7(+)-A21-A20 (SEQ ID N*28) qui est present dans la reaction ne joue aucun role. La 
klenow etend la cible ARN en utilisant I'oligonucleotide T7(+)-A27-A28 (SEQ ID N" 11) comme matrice. La T7 ARN 

so polymerase pourra alors reconnaitre le promoteur dont le brin anti-sens a ete forme et synthetiser un transcrit de 
sequence compiementaire k la sequence de la cible ARN. La sonde oligonucleotide A20 (SEQ ID N'*25) permet de 
reveler de maniere specifique ces produits de reaction. 

Lors de la seconde etape de transcription. I'oligonucleotide T7(+)-A21-A20 (SEQ ID N°2B) s'hybride sur Textremite 
3' des produits de la premiere reaction. La klenow effectue I'eiongation de Textremite 3' de ces ARN en utilisant I'oli- 

ss gonucieotide T7(+)-A21 -A20 (SEQ ID N'28) comme n^atrice et forme ainsi le brin anli-sens du promoteur La T7 ARN 
polymerase synthetise alors les transcrits complementaires des transcrits de la premidre etape. La sonde oligonucieo- 
ilde A26 (SEQ ID N'SG) permel de reveler ces neo-transcrlis. Le promoieur T7(+)-A2l-A20 esi egalement mis en 
evidence par la sonde A26, neanmoins, les transcrits attendus ont une taille de 65 bases tandis que cet oligonucleotide 
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ne comporte que 50 nucleotides. 

Les r^sultals obtenus montrent qu'apres une premiere 6tape de transcription, on obtient des transcrrts de taiile 
attendue et hybridant d la sonde A20. Apres la seconde dtape de transcription, une bande correspondant d un poids 
moldculaire d'environ 80 bases apparait ators que la bande correspondant aux transcrits de la premidre ^tape diminue 
5 d'intensit6. Cela indique que I'on a bien extension des transcrits de la premiere 6tape. 

Les resultats de Thybridation avec la sonde A26 montrent une bande de la taiile de I'oligonucleotide T7(+)-A21 -A20 
(SEQ ID N* 28) presente meme en absence d'enzyme. La premiere etape de transcription ne permet pas I'apparilion 
d'aulres bandes s'hybrldant avec A26. Par contre. la seconde elape de transcription tait apparaitre des bandes de 
plus haut poids moleculaire, doni la bande majoritaire presente une migration 6lectrophoretique correspondant a un 
10 produrt de taiile attendue. 

Ces experiences montrent done la possibilitd de relterer installation d'un promoteur et la transcription a partir 
d'une matrice form6e par un ARN neo-transcrit. 

Example 6 : Installation de I'oligonuclfeotide chimfere sur matrice ARN et reaction de transcription 

IS 

L'ARN cible correspond ^ la sequence ARNA20'ARNA19-ARNA18 (SEQ ID31). L'oligonucleotlde chimdre utilise 
est T7(+)-A27-ARNA28 (SEQ ID30). Cet oligonucleotide chimere renferme, de 5' vers 3' : 

un premier segment nucleique T7(+), de nature ADN, correspondant a la sequence sens d'un promoteur pour la 
20 T7 ARN polymerase, 

un second segment nucldique A27, de nature ADN, correspondant a une sequence d'initiation, 

et un troisieme segment nucl6ique ARNA28. de nature ARN el correspondant a une sequence sonde. 

II est utile de mentionner que les segments A27 et ARNA28 de I'oligonucleolide chimere sont complementaires 
25 des sequences ARNA18 et ARNA19 de TARN cible, respectivement. Par ailleurs, le blocage de I'extremite 3' de I'oli- 
gonucl6otide est obtenu par la presence des deux ribonucleotides 3'-terminaux qui ne peuvent pas s'apparier avec la 
cible. 

Un temoin reactionnel est realise avec la cible de nature ARN ARNA20-ARNA19 (SEQ ID24) qui correspond ^ la 
sequence de la cible ARNA20-ARNA19-ARNA18 (SEQ ID31) privee de la sequence ARNA18, substrat de la RNase 

30 H dans Phybride oligonucleotide chimere T7(+)-A27-ARNA28/cible ARNA20-ARNA1 9-ARNA18. 

La reaction est effectuee dans le milieu reactionnel precedemment ddcrit. en presence de 5.10^ copies/pi d'oligo- 
nucleotide chimere et de 5. 10^ copies/pi d'ARN cible, dans un volume final de 20 Pour permettre une bonne hybri- 
dation au depart, le melange est chauffe pendant 5 minutes a 65''C. puis progressrvement ref roidi a 37'*C en 1 0 minutes. 
Apres une breve preincubation a 37'C, on ajoute 1 unite de RNase H et on maintienl a 37'*C pendant 30 minutes. La 

35 RNase H est ensuile denaturee par incubation a SS'^C pendant 10 minutes. Apres refroidissement progressit a tem- 
perature ambiante pendant 1 0 minutes, 1 0 unites de Klenow exo(-) sont ajoutees el on eflectue une incubation pendant 
30 minutes a 37'*C. L'enzyme Klenow exo(-) est ensuite denaturee par la chaleur et 50 unites de 17 ARN polymerase 
sont ajoutees. On fait incuber pendant 60 minutes k 37"C. puis on arrete les reactions par refroidissement sur de la 
glace. Des controles reactionnels sont effectues : reactions sans aucune enzyme, reactions sans T7 ARN polymerase, 

40 sans RNase H ou sans Klenow exo(-)- La moitie du volume reactionnel des echantillons est analysee par eiectrophorfese 
sur gel de polyacrylamide 20% - 7M uree apr^s melange avec du "bleu formamide*. elect rotransfert sur Hybond N. 
. hybridation d roligonucieollde A19 (SEQ IDIO) marqu6 d ta peroxydase el r6v6lation par le substrat colorim6trique 
(diaminobenzidine). 

Les resultats montrent que Ton obtient les transcrits attendus iorsque Ton utilise Indifferemment ta cibte 
45 . ARNA20-ARNA19 (SEQ ID24) ou la cible ARNA20-ARNA19-ARNA18 (SEQ ID31) dans les reactions mettant en jeu 
les trois enzymes. Aucune des reactions realisees en I'absence de toutes les enzymes ou d'une des polymerases ne 
permet d*obtenir de transcrits. Les reactions realisees sans RNase H ne permettent pas de produire des transcrits ^ 
partir de la matrice ARNA20-ARNA19-ARNA 18 (SEQ ID31) tandis que les transcrits attendus sont obtenus Iorsque 
I'on utilise la matrice ARNA20-ARN A1 9 (SEQ ID24). 
50 De fa^on analogue, on a pu mettre en evidence la production de transcrits en ajoutant toutes les enzymes dfes le 

debut (apres la preincubation k 37'*C mentionnee ci-dessus) et en operant ensuite d la temperature unique de 37*>C. 

Exemple 7 : 

55 Les cibles sont des nnonobrins d'ARN correspondant aux sequences SEQ ID36 et SEQ ID37. qui sont comple- 

mentaires (sens et antisens) Tun de Paulre. Ces brins d'ARN sont obtenus par transcription in vitrode fragments d'ADN, 
obtenus par PGR, qui renrerment la sequence promotrice speciflquemeni reconnue par la T7 ARN polymerase. Apres 
transcription, les ARN sont purifies sur gel d'acrylamide denaturanl. 
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Les oligonucleotides chimeres utilises. 5EQ ID34 et SEQ ID35. renferment de 5' vers 3' : 

un premier segment nucl^ique T7(+), de nature ADN, correspondant d la sequence sens d*un promoteur pour la 
T7 ARN polymerase, 

5 - un second segment nucleique. de nature ADN, qui correspond ^ une sequence d'initiation et qui est compl^men- 
taire de I'extremite 3'de I'ARN cible, 

et un troisi^me segment nucleique, de nature ARN, compl6mentalre de I'ARN cible. 

L'oligonucleolide chimere SEQ ID34 est partiellemenl complemenlaire de ta cible SEQ ID36. et Toligonucleotide 
10 chimere SEQ ID35 est partiellement compl6mentaire de la cible SEQ ID37. 

L'extremit§ 3' de ces oligonucleotides chimeres est bloquee par la presence d'un ou deux ribonucleotides 3'- 
terminaux (un seul ribonucleotide pour SEQ ID34) qui ne peuvent pas s'apparier avec la cible correspondanle. 

Des essais s6par6s onl 6X6 conduits en utilisant I'oligonucleotide SEQ ID34 et t'oligonucieotide SEQ ID35 comme 
amorces, el I'oligonucleotide SEQ ID36 et roligonucl6otide SEQ ID37, respectivement, comme cibles. 
IS 5.10*0 copies/ml d'oligonucieotide chimere et 5.10^ copies/ml d'ARN cible sont melanges dans un volume final de 

20 pi dans le milieu reactionnel tel que decrit dans Texemple 6, auquel sont ajoutes 100 mM de glutamate de potassium. 
Le melange est chauffe pendant 5 minutes ^ 65''C, puis refroidi ^ 37*C pendant 10 minutes. Les enzymes sont ajoutees 
en une seule elape sous la forme d'un melange de 1 unite de RNase H thermostable "Hybridase" (Epicentre Techno- 
logies), 5 unites de klenow, et 250 unites de T7 ARN polymerase. Apres incubation a 37*C pendant 60 minutes, les 
20 reactions sont stoppees par refroidissement sur de la glace. En paralldle, des contrdtes rdaclionnels sont effectues 
dans des conditions identiques : soil sans aucune enzyme, soit sans ARN cible. La moitie du volume reactionnel est 
analysee par eiectrophorese sur gel de polyacrylamide 15% - 7M uree apres melange avec du 'bieu formamide*. par 
electrotransfert sur Hybond N, et par hybridation avec roligonucleolide A21 (SEQ ID38) ou avec I'oligonucleotide A27 
(SEQ ID39). qui sont, respectivement. specifiques des transcrits issus de la cible ARN SEQ ID36 ou de la cible ARN 
2S SEQ ID37. Les oligonucleotides utilises comme sondes de detection sont marques d la peroxydase et r6v6l6s par le 
substrat colorimetrique DAB (diaminobenzidine). 

Les resultats montrenl que I'on obtient les transcrits attendus lorsque I'on utilise inditteremment la cible ARN sens 
ou antisens avec Tollgonucieotide chimere correspondant. Aucune des reactions realisees en I'absence d'enzymes ou 
de cible ARN ne permet d'obtenir de transcrit. 
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LISTE DES SEQUENCES 

Dans la liste qui suit, certains oligonucleotides son! des chimeres ADN-ARN don( la 
partie ARN a eie representee en faisant prcceder les leitrcs A. C ct G par la letlre r, afm dc 
rappeler qu'il s'agit de motifs ribonucieotidiques. 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: I : 

I i CARACTeRISTIQUES OR l.A SfiOUICNCR: 

liA longueur: 17 

lie TYPE: acide desoxyribonucleique 

lie NOMBKEDEDRINS; simple 

liD TOPOLOGIE; lineaire 

liE source; syniliese chimiqiie 

liF CARACTEkKSTiQun ADDmoNNiM.u-: neant 

1 xi DESCRIPTION OE l.A SltOl MINCI :. 

SEQ ID NO: 1: 

TATTAACCCT CACTAA A 1 7 

1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

I i CARACTERISTIQUES DE LA SHQl rCNCI:: 

IIa LONCiUEUR: 17 

liD type: acide desoxyribonucleique 

I ic NOMUKE DE BUiNs: simple 

liD topologie: lineaire 

lit source: synihese chiniique 

1 ir CARACTtKisTiouE ADDITIONNEITJ-: neant 

1 xi DESCRIPTION DE LA SEQUl-NCK: 
SEQ ID NO: 2: 

TAATACGACT CACTATA 17 

1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

1 i CARACTtRLS TIQUES DE LA SKC jl/ENCE: 

Ha longueur: 17 

liB TYPE: acide desoxyribonucleique 

1 ic NOMBRE DE BRINS: simple 

liD TOPOLOGIE: lineaire 

I iE SOURCE: synthese chimique 

lii- caract£ristique additionnelle neant 
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Ixi 


DESCRIPTION D\z l.A SHQUI-NCi:: 




SEQIDN0:3: 




ATTTAGGTGAC ACTATA 


17 


1 


INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 


li 


CARACTFRISTIQlir-Sni-: l.A SI-Ol.rriNCI:: 




liA 


longueur: 17 




lie 


type: acide desoxyribonucleique 




lie 


nombre de brins: simple 




liD 


topologih: lineaire 




liE 


source: synlhese chimique 




liF 


CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE 


neant 


Ixi 


DESCRIPTION DE I.A S^QimNCr-: 





SEQ ID NO: 4: 

AATTAGGGCA CACTATA 1 7 



I INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

I i CARAC TERISTIQUES DC LA SnQUENCE: 

liA LONGUEUR: 17 

liB TYPE: acide desoxyribonucleique 

1 ic NOM13RE DE I3RINS: simple 

liD TOPOLOOIE: lineaire 

1 iE SOURCE: synthese chimique 

liF CARACTfiRISTlQUE ADDITIONNi:i.l.I: neant 

1 xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: 
SEQ ID NO: 5: 

T A AT ACG ACT C ACTA AT 1 7 

1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

I i CAR ACTER ISTIQUES 1 )E LA SEQUENCE: 

liA LONGUEUR: 6 

lie type: acide desoxyribonucleique 

1 ic NOMBRE DE BRINS: simple 

liD topologie: lineaire 

liE SOURCE: synthese chimique 

1 iF CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE neant 
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Ixi DESCRIPTION on i.A snounNCi-: 

SEQ ID NO: 6: 

GGGAGA 6 



I INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

I i CARACTtKISTIQUES DI- LA .SKQlHiNCI:: 

liA LONGUEUR: 6 

lie TYPE: acide desoxyribonucleique 

1 ic NOMDRE DE DRiNS: simple 

liD TOPOLOGIE: lineaire 

liE SOURCE: synlhese chimique 

1 iF CARACTtRiSTiQun ADDiTKiNNr-LLi-: neant 

1 xi DESCRIPTION DE LA SE()UENCE: 

SEQ ID NO: 7: 

GAAGGG 6 



I INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

li CAKACIliRlSIIOULS 1)1: LA Si:i H JliNCi:: 

Ha longueur: 6 

liB . type: acide desoxyribonucleique 

1 ic NOMBRE DE BRINS: simple 

liD TOPOLOGIE: lineaire 

liE source: synthese chimique 

HF CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE neant 

Ixi DESCRIFFION DE LA SEQUENCE: 

SEQ ID NO: 8: 

GCGAGA 6 



I INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 
NOMIVusaoE: ARNAI9 

li CARACTERISTIQUES Dl- LA SEQUENCE: 

liA longueur: 17 

lin TYPE: acide ribonucleique 

lie NOMDRE DE BRINS: simple 

lii> TOPOLOGIE: lineaire 
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liE .souuci:': synthese chimique 

liF CARACitKisTK^iii- AnDiTiONNi-i.i.i- neant 

Ixi DESCRIPTION D\i LA SliQlJENCi:: 

SEQIDNO: 9: 

UrGrCrCrAUrArArCrC r AUrGr ArGUrG 1 7 

1 rNFORMATlONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

NOM d'usage: A 19 

li CARACTERISTIQl.rns OH I.A .sf-(>ui:NCi:: 

liA LONOUEUK: 17 

lis TYPE: acide desoxyribonucieiqiie 

lie NOMRRE DE DRINs: simple 

liD topologie: lineaire 

1 iE source: synthese chimique 

lip caractEristique ADDiTiONNHi.i.E neant 

Ixi DESCRIPTION Dl: I.A SEQUhNCE: 

SEQIDNO: 10: 

TGCC ATAACC ATGAGTG 1 7 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1 1 : 

NOM D'usage: T7(+)-A27-A28 

li caimct£ristiques de la sequence: 

liA longueur: 50 

liB type: acide desoxyribonucieiqiie 

lie NOMURKDEBRiNs: simple 

liD TcjPOLOOM:: lineaire 

He SOURCE: synthese chimique 

lip CARACTtRISTIQUE ADDITIc^NNKLLI-: braS 3' C3NH2 

Ixi DESCRIPTION l)R LA SEQUENCI-: 

SEQIDNO: 11: 

TAATACGACT CACTATAGGG TTGGCCGCAG TGTTCACTCA TGGTTATGGC 

1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

NOM d'usage: T7(+) 

li CAJ<ACT£RISTIQUESDE LA .sf:QLI|:NCT:: 

liA longueur: 18 
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1 iB T yph: acide desoxyribonucleique 

1 ic NOMBRE DI-: BR INS: simple 

liD TOPOLOGIIZ: lineaire 

He source: synthese chimique 

1 iF CARACTeRISTIQUE ADDITlONNKI.I.Ii braS 3' C3NH2 

1 xi DESCRIPTION D)i LA SI'-i;UI:NCI:: 



SEQIDNO: 12: 

T AATACG ACT C ACTAT AG 1 8 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

NOMDUsaOE: SP6(+)-A27-A28 

li CARACTERISTIQUES \W I.A SloniiNCI-: 

liA longueur: 51 

1 ie type: acide desoxyribonucleique 

1 ic NOMBRE DE DRINS: simple 

Hd topologie: lineaire 

He SOURCE: synthese chimique 

liF CARACreRlSTiQUE AOOITIONNI-LLE bras 3* C3NH2 

I xi DESCRII'TION DE I.A SI-OUIINCi: : 



SEQ ID NO: 13: 

ATTTAGGTGA CACTATAGAA GTTGGCCGCA GTGTTCACTC ATGGTTATGG C 51 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

NOM d'usaoe: SP6( + ) 

li CARACTERiSTiQUiis i)i: I.A SI :<;uj:nci:: 

liA longueur: 18 

lis TYPE: acide desoxyribonucleique 

lie NOMBRE DE BRINS: simple 

Hd topologie: lineaire 

lie SOURCE: synthese chimique 

liF CARACTtRISTIQUH ADDITIONNI-LLE braS 3' C3NH2 

1 xi DESCRIPTION DE LA SfiQirENCE: 



SEQ ID NO: 14: 

ATTTAGGTGA CACTATAG 1 8 
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I INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15 

NOM D'usAon: T3(+)-A27-A28 

li CAj^ACTtRisi iQUi-.s i)K i.A si:qiij:Nci:: 

Ha LONGUI-UR: 50 

lie type: acide desoxyribonucleique 

1 ic NOMBRE DE BRINS: simple 

liD TOPOKOOIH: lineaire 

liE source: synthese chimique 

liF CARACTeRlSTIQUE ADDITIONNEI.LR bras 3* C3NH2 

Ixi DESCRIPTION D\i LA SEQLITZNCI-: 



SEQ ID NO: 15 

AATTAACCCT CACTAAAGGG TTGGCCGCAG TGTTCACTCA TGGTTATGGC 50 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

NOM d'usagr: T3(+) 

1 i . CAR ACT tR j.sTiQUEs DH LA s\:q\ ii:Ncr:: 
liA longueur: 18 

lis . type: acide desoxyribonucleique 

lie NOMDRE DE BR INS: simple 

lio topologie: lineaire 
He source: synthese chimique 

liF caracterlstjque AJ>DmoNNi:LLi! bras 3' C3NH2 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: 

SEQ ID NO: 16: 

AATTAACCCT CACTA A AG 1 8 

I INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

nomd'usage: SP6(-)-A18-A19 

1 i CARACTERISTIOL'ES DE LA SEQl lENCh: 

Ha longueur: 51 

1 is type: acide desoxyribonucleique 

lie nombre DE brins: simple 

lio topologie: lineaire 

liE source: synihese chimique 

liF CARACTtRISTIQUE ADDI I K.iNNELJ.i: neanl 

Ixi DESCRIPTION DE I.A sf:Qur:NeE: 



SEQ ID NO: 17: 

GCCATAACCA TGAGTGAACA CTGCGGCCAA CTTCTATAGT GTCACCTAAA T 51 
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I INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1 8: 

NOM D'usage: T7(-)-A18-AI9 
^ 1 i CARACieRISTIQURS DE LA SEQUENCE: 

llA LONGUEUR: 50 

1 iB type: acide desoxyribonucleique 

1 ic nombre DE brins: simple 

10 liD TOPOLOGIE: lineaire 

liE source: synthese chimique 

lip CARACTfeRISTIQUE ADDITIONNELLE neant 

Ixi DESCRIPTION DE LA sequence: 

SEQ ID NO: 18: 

GCCATAACCA TGAGTGAACA CTGCGGCCAA CCCTATAGTG AGTCGTATTA 50 



I INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

NOM D'usage: T3(-)-A18-AI9 

I i CARACTtRISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

liA longueur: 50 

1 is TYPE: acide desoxyribonucleique 

I ic NOMBRE DE BRINS: simple 

liD TOPOLOGIE: lineaire 

30 liE SOURCE: synthese chimique 

lip CARACTERISTIQUE ADDITIONNIiLLE neani 
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1 xi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: 

SEQ ID NO: 19: 

GCCATAACCA TGAGTGAACA CTGCGGCCAA CCCTTTAGTG AGGGTTAATT 50 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20: 
NOM D'usage: T3(-)-AI8-ARNAI9 

1 i CAR ACT^RISTIQUES DE \JK SEQUENCE: 

^« liA longueur: 50 

lis type: chimere ADN-ARN 

1 ic NOMBRE DE BRINS: simple 

liD TOPOLOGIE: lineaire 

He source: synthese chimique 

lip CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE neant 



55 
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1 xi DESCRIPTION DI; LA StQaCNCE: 

SEQ ID NO: 20: 

rGrCrCrAUrArArCrCrA UrGrAiGUrGAACA CTGCGGCCAA CCCTTTAGTG 
AGGGTTAATT 50 



I INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2 1 : 

NOMDUsAOt: T7(-)-A]8-ARNAl9 

li caracti^:ristioui:.s i.)i: LA skqmi:nci:: 

liA longulur:51 

I iB type: chimere ADN- ARN 

lie NOMBRE DEBKiN.s: simple 

liD toi>OLOGIE: lineaire 

liE source: synlhese chimique 

liF CAJIACTERLSTIQUI-: ADOH K iNNHLI.E neanl 



1 xi DESCRIPTION OI: LA SLQUI-NCI- : 

SEQ ID NO: 21: 

rGrCrCrAUrArArCrCrA UrGrAiGUrGAACA CTGCGGCCAA CCCTATAGTG 
AGTCGTATTAA 51 



I INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 22: 

NOM d'u.saoe: SP6(-)-A18-ARNAI9 

1 i caracteristiques or la sloih:nci:: 

Ha longueur: 51 

liB type: chimere ADN-ARN 

1 ic NOMBRE DE BR INs: simple 

liD TOPOLOGIE: lineaire 

He source: synthese chimique 

lip caract^rlstique AnoiiioNNELLE neant 



Ixi description DE LA SEQUENCi:: 

SEQ ID NO: 22: 

rGrCrCrAUrArArCrCrA UrGrArGUrGAACA CTGCGGCCAA CTTCTATAGT 
GTCACCTAAAT 51 
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1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 23: 

NOM D'USAOI-:: T3(.)-ARNAI8-ARNA19 

li CARACTtRISTIQULS 01- LA MfOUI^NC)-:: 

liA LONGUbUR: 50 

1 IB TYPE: chimere ADN-ARN 

1 ic NOMBRE DE DRiNs: simple 

1 iD topolooie: lineaire 

lie SOURCE: synlhese chimique 

liF CARACTERLSTIQUE ADDITIONNHLLE neanl 

1 xi DESCR IPTION DE l.A Sl-OI H-NCE : 

SEQ ID NO: 23: 

rGrCrCrAUrArArCrCrA UrGrArGUrGrArArCrA rCUrGrCrGrGrCrCrArA 
rCrCrCTTTAGTG AGGGTTAATT 50 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 24: 

NOM Dlr.SAOl:: ARNA20-ARNA 1 9 
1 i CARACTERISriQl rKS m LA S\iQ\ .'IfNCE: 

Ha LONr.ui:iiR: 34 

lie type: acide hbonucleique 

1 ic NOMBRE DE BRINS: simple 

lio topolooie: lineaire 

liE SOURCE: synthese chimique 

liF CARACTERLSTIQUEADDITIONNELLE neant 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENC !{: 

SEQ ID NO: 24: 

FArGrArGrArAUUrAU rGrCi ArGUrGiCUiGrC rCi AUrArArCrCrAUrG rArGUrG 

34 



1 


INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 25: 




NOM d'usaoe: A20 


li 


CARACTERISTIQUES 0\i LA M-OUENCE: 


liA 


LONGUEUR: 17 


lie 


type: acide desoxyribonucleique 


lie 


NOMBRE DE BRINS: Simple 


lio 


topologie: lineaire 


liE 


SOURCE: synlhese chimique 


liF 


caract£ristique additionnelle neant 
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Ixi DESCRIPTION ni: I.A sr:OU|-NCH- 

SEQ ID NO: 25: 

AGAG AATTAT GC AGTGC 1 7 

1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 26: 

NOM D'USAGIf: A26 
li CARACTERISTIQUES DK LA SRQUENCI:: 

liA LONGUEUR: 16 

lil3 type: acide desoxyriboniicleique 

lie NOMBRP Dl- BRlNs: simple 

liD TOPOI.Odii:: lineaire 

lie .SOURCE: synthese chimique 

lip CARACTERisTioLH-: ADDii K iNNi:!!.!- neani 

Ixi DESCRIPTION Dl: LA SEt^l JENCP:: 

SEQ ID NO: 26: 

TACTGTC ATG CC ATCC 1 6 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 27: 

NOM d'u.saGE: A27-A28-A25 

1 i CAIMC TERISTIQUES DH LA SEOl »ENCE: 

Ha longueur: 57 

liB TYPE: acide desoxyribonucleique 

lie NOMBRE DE brins: simple 

Hd topolooie: lineaire 

He sourcl:: synthese chimique 

liF caracteristiqui: ADDnioNNLi.i.i-: neam 

Ixi description de la sequenci:: 

SEQ ID NO: 27: 

AAGTAAGTTG GCCGCAGTGT TATCACTCAT GGTTATGGCA GCACTGCATA 
ATTCTCT 57 

1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 28: 

NOM D'USAGE: T7 (+)-A2 1 -A20 
1 i CAR ACTtRISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

Ha longueur: 51 

I is type: acide desoxyribonucleique 
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lie NOMBKE D\i BKIN.S. simple 

liD TOPOLOCjIE: lineaire 

liE SOURCE: synthese chimique 

liF CARAcn'-RiSTiQUE ADDriiONNEi.ui bras 3' C3NH2 

Ixi DESCRIPTION DE I.A SEQl.lENCH: 

SEQ ID NO: 28: 

TAATACGACT CACTATAGGG ATGGCATGAC AGTAAGAGAA TTATGCAGTG C 

51 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO 29: 

NOM DViSAOn: T7 (+)-A2 1 -ARNA20 

li CARAC TLRIS 1 IQUES I.A M' oi.lhNLl: 

liA lonoueuk: 46 

lis type: chimere ADN-ARN 

lie NOMDRE DE BKiN-s: simple 

liD TOPOLOGlE: lineaire 

He source: synthese chimique 

liF CARACTERISTIQUE AD[)ITK)NNi:i.l.l: ncant 

Ixi DESCRI1>T10N DE LA SEQIH^NCE: 

SEQ ID NO: 29: 

TAATACGACT CACTATAGGG CATGACAGTrA rArGrArGrArAUUrAU 
rGrCrArGrCrA 46 



1 


FNTORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 30: 




NOM jyiiSA(.i:: T7 (+)-A27-ARNA28 


li 


CARACTERISTIOt-'I-.S DE LA SB^M JENCE: 


11 A 


LONOUCUR: 47 


lie 


TYPE: chimere ADN-ARN 


lie 


NOMBREDE HRiNs: simple 


liD 


toi>ol(XWE: lineaire 


lie 


SOURCE: synthese chimique 


liF 


CARACTERISTIQUE ADD] ri(.>NNELLE neanl 


Ixi 


DESCRIPTION DE LA SIiQUI-NCE: 



SEQ ID NO: 30: 



TAATACGACT CACTATAGGG CAGTGTTATC rArCUrCrAUrGrGUU 

rAUrGrCrCUrA 47 

I INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3 1 : 
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NOM D'USAGE: ARNA20-ARNAI9-ARNAI8 
1 i CARACTERISIIQUE.S DH I.A .SEQUENCI:: 

liA longueur: 51 

liB type: acide ribonuclciquc 

1 ic nombre de drins; simple 

liD TOPOLCXilE: lineaire 

He source: synthese chimique 

liF CARACTERISTIQUE AOOmONNElJ.h- lieanl 

Ixi DESCKiniON DE l,A StQUENCi:: 

SEQ ID NO: 31: 

ArGrArGrArAUU rAUrGrCrAiGUrCrCU rGrCrCrAUrArArCrCrA UrGrArGUrGrAUrArA 
rCrArCUrGrCrGrGrCrC rAr ArC 5 1 

1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 32: 

NOM d'usage: A25 

li CARACTERISTIQUES DH LA SEQLIENCT.: 

liA longueur: 16 

lio type: acide desoxyribonucleique 

1 ic nombre de BRINs: simple 

liD TOPOLOGIE: lineaire 

lie SOliRCE: synthese chimique 

He CARACTERi.STiQUi: addi iionni-llj: neant 

i xi DESCRIPTION DE LA SI-QLU-NCE: 

SEQ ID NO: 32: 

GCACTGCATA ATTCTT 16 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 33: 
NOM D'usage; A28 

1 i CARACTfiRLSTIQLIES DE LA SEQlfl-NCi:: 

Ha longueur: 17 

1 iB TYPE: acide desoxyribonucleique 

lie NOMBRE DE brins: simple 

lio TOPOLOGIE: lineaire 

He source: synthese chimique 



CARACTERISTIQUE ADDlTloNNELLE 5' aminolink 2 
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Ixi DESCRIPTION I.A SfiQLfENCE: 

SEQ ID NO: 33; 

C ACTCATGGT TATGGCA 1 7 



1 


rNFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 34 


li 


CARACTHRISTIQUh'S DK LA StQUHNCF:: 


Ha 


LONGUliUK: 50 


liB 


TYPI:: chimere ADN-ARN 


lie 


NOMDRt on I3RIN.S: simple 


liD 


topolcxuk: iineaire 


liE 


source: synlliese chimique 


liF 


CARACTERiSTiQun ADDiTiONNriiJ: neant 


Ixi 


DESCRIPTION DE LA .SEQUIfNCi:: 



SEQ ID NO: 34: 



TAATTCGACT CACTATAGGG GTCCTCCGAT CGTTrGUrCrArGrA 
rArGUrArArGUUrGrC 50 



1 


INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 35: 


ii 


CARACTERISi IQUES Dl- LA SHQLn-NCH: 


liA 


lonc.ueur: 51 


liG 


typh: chimere ADN-ARN 


lie 


NOMDRE DH BRiNs: simple 


liD 


Tomx.oGiE: Iineaire 


lin 


soui^eH: synthese chimique 


liF 


CARACTERISllQUI-: ADDI TIONNf-lJ J- licant 


Ixi 


DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: 



SEQ ID NO: 35: 

TAATACGACT CACTATAGGG TTACGGATGG CATGrArCrArGUrA 
FArGrArGrArAUUrArC rC 51 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 36: 

1 i CARACT^RISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

liA longueur: 102 

1 iB type: acide ribonucleique 

lie nombre DE brins: simple 

liD roPOLOGiE: Iineaire 

liE source: synthese biologique 
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lir CARACTfiRISTIQUE ADDITIONNKLLE ncant 

Ixi DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: 

SEQ ID NO: 36: 

rGrGrGUUrArCrGrGrA UrGrGrCrAUrGrArCrA rGUrArArGrArGrArAU 
UrAUrGrCrArGUrGrC UrGrCrCrAUrArArCrC rAUrGrArGUrGrAUrA 
rArCrArCUrGrCrGrGrC rCrArArCUUrArC UUrCUrGrArCrArArCrGrA 
UrCrGrGr ArGrGr ArCrC rCrC 1 02 



I 


INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 37: 


li 


CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 


liA 


longueur: 102 


lie 


TYPE: acide ribonucleique 


lie 


NOMBRE DE DRINS: simple 


liD 


TOPOLOGIE: lineaire 


Tie 


SOURCE: synthese biologique 


liF 


CARACTERISTIQUE ADDITIONNELLE neant 


Ixi 


DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: 



SEQ ID NO: 37: 

rGrGrGrGUrCrCUrCrC rGrAUrCrGUUrGUrC ArGrArArGUrArArGU 
UrGrGrCrCrGrCrAiG U rGUUrAUrCrArCUrC rAUrGrGUUrAUrGrG 
rCrArGrCrArCUrGrCrA UrArAUUrCUrCUU rArCUrGUrCrAUrGrC 
rCrAUrCrCrGUrArArC rCrC 

102 



1 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 38: 
NOM d'usage: A21 

1 i CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

liA LONGUEUR: 16 

liB TYPE: acide desoxyribonucleique 

lie N0MI3RE DE BRINS: simple 

liD TOPOLOGIE: lineaire 

liE SOURCE: synihese chimique 
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lir CARACii'TRtsTiouri AonnioNNlil.LH 5* aminolink 2 

I Xi Dn.SCRin ION on la SEQUnNCE: 

SEQ ID NO: 38: 

GG ATGGC ATG AC AGTA 1 6 

I INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 39: 

NOM D'lJSACili: A27 
1 i CARACrtK IS riQl ll:.S Dl: I.A SH^l ILNCC: 

liA longueur: 17 

1 iB type: acide desoxyribonucleique 

lie NOMBRt debrins: simple 

liD fOPOi.ooiE: iineaire 

He .source: synthese chimique 

lip CARACiERiSTiQUE ADDii loNNELM-: 5' amlnolink 2 

1 xi DESCRIPTION D\i LA SEQUENCi:: 



SEQ ID NO: 39: 

GTTGGCCGCA GTGTTAT 1 7 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES 

(i) DEPOSANT : 

(A) NOM : BIO MERIEUX 

(B) RUE : Chemin de TOrme 

(C) VILLE : Marcy I'Etoilc 

(E) PAYS : France 

(F) CODE POSTAL : 69280 

(G) TELEPHONE : 78872000 

(H) TELECOPIE : 78872090 

(ii) TITRE DE L* INVENTION : Oligonucleotide chimere et son utilisation dans Tobtention de 

transcrits d'un acide nucleique. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES : 36 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT : Disquctte 3 Vi 

(B) ORDINATEUR : PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION : PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL : MSWORD 6.0 pour MS-DOS 6.20/ WINDOWS 3.10 

(v) DONNEES RELATIVES A LA DEMANDE EN CAUSE : 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE; EP 95402150.7 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineairc 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE : synlhese chimiquc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
TATTAACCCT CACTAAA 
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(2) JNFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERJSTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRJNS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineairc 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORJGfNE : synthcsc chimiquc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
TAATACGACT CACTATA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(vi) ORIGINE : synthese chimique 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
ATTTAGGTGA CACTATA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
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(iv) ANTI-SENS: NON 
(vi) ORJGINE : synthesc chimique 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
AATTAGGGCA CACTATA 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRJNS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 
(vi) ORIGINE : synthesc chimique 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
TAATACGACT CACTAAT 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRJNS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ARN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE : synthese chimique 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
UGCCAUAACC AUGAGUG 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR; 17 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineairc 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGfiME : svoithese chimique 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
TGCCATAACC ATGAGTG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERJSTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 50 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lincaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE : svnthcse chimique 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
TAATACGACT CACTATAGGG TTGGCCGCAG TGTTCACTCA TGG'ITATGGC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(0 CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
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(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORJGINE : synthese chimique 

(ix) CARACTERISTIQUE 

(D) AUTRES rNFORMATIONS : N rcprcscnte un bras S'-CNH, 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

TAATACGACT CACTATAGN 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 52 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lincairc 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE : synthese chimique 

(ix) CARACTERISTIQUE 

(D) AUTRES INFORMATIONS : N represenle un bras S'-CjNH, 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

ATTTAGGTGA CACTATAGAA GTTGGCCGCA GTGTTCACTC ATGGTTATGG CN 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1 1 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRJNS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 
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(vi) ORIGINE : s>Tilhese chimique 

(ix) CARACTERISTIQUE 

(D) AUTRES INFORMATIONS : N rcprcsenle un bras S'-CjNH. 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1 1: 

ATTTAGGTGA CACTATAGN 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 5 i 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRJNS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineairc 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORJGINE : SNnthese chimique 

(ix) CARACTERJSTIQUE 

(D) AUTRES INFORMATIONS : N reprcscntcun bras S'-CjNH, 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

AATTAACCCT CACTAAAGGG TTGGCCGCAG TGTTCACTCA TGGTTATGGC N 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQi ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRJNS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTNSENS: NON 

(vi) ORIGINE : synthese chimique 
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(ix) CARACTERISTIQUE 

(D) AUTRES INFORMATIONS : N represente un bras S'-CjNH. 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 

AATTAACCCT CACTAAAGN 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 51 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineairc 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE : synlhese chimique 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
GCCATAACCA TGAGTGAACA CTGCGGCCAA CTTCTATAGT GTCACCTAAA T 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 50 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE : synthese chimique 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
GCCATAACCA TGAGTGAACA CTGCGGCCAA CCCTATAGTG AGTCGTATTA 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERJSTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 50 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lincaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE : synlhese chimique 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
GCCATAACCA TGAGTGAACA CTGCGGCCAA CCCTTTAGTG AGGGTTAATT 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 50 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "chimere ADN-ARN" 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE : synthese chimique 

(ix) CARACTERISTIQUE: 
(A) NOM/CLE: misc_RNA 
(D) AUTRES INFORMATIONS : 

- les nucleotides 1 a 16 sont des ribonucleotides 

- les nucleotides 17 a 50 sont des desoxyribonucleotides 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
GCCAUAACCA UGAGUGAACA CTGCGGCCAA CCCTTTAGTG AGGGTTAATT 
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(2) IMFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE; 

(A) LONGUEUR: 51 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRfNS: simple 

(D) CONFIGURATION: lincaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "chimere ADN-ARN" 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE : synthcse chimiquc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 
(A) NOM/CLE: niisc^RNA 
(D) AUTRES INFORMATIONS : 

- les nucleotides 1 a 16 sont des ribonucleotides 

- les nucleotides 1 7 a 5 1 sont des dcsoxyribonucleotides 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
GCCAUAACCA UGAGUGAACA CTGCGGCCAA CCCTATAGTG AGTCGTATTA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 51 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRJNS: simple 

(D) CONFIGURATION: lincaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "chimere ADN-ARN" 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE : s>'nthese chimiquc 

(ix) CARACTERJSTIQUE: 
(A) NOM/CLE: misc_RNA 
(D) AUTRES INFORMATIONS : 

- les nucleotides I a 16 sont des ribonucleotides 

- les nucleotides 17 a 51 sont des desoxyribonucleotides 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 
GCCAUAACCA UGAGUGAACA CTGCGGCCAA CTTCTATAGT GTCACCTAAA T 5 1 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20: 



(A) LONGUEUR: 50 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "chiniere ADN-ARN" 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTNSENS: NON 

(vi) ORJGINE : synthese chimique 



(ix) CARACTERISTIQUE: 
(A) NOM/CLE: misc__RNA 
(D) AUTRES INFORMATIONS : 

- les nucleotides 1 a 33 sont dcs ribonucleotides 

- les nucleotides 34 a 50 sont des desoxyribonucleotides 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 
GCCAUAACCA UGAGUGAACA CUGCGGCCAA CCCTTTAGTG AGGG1TAATT 50 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ARN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



10 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 



25 



SO 



(iv) ANTI-SENS: NON 



(vi) ORIGINE : s>'nthese chimique 



55 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 
AGAGAAUUAU GCAGUGCUGC CAUAACCAUG AGUG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 22: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE : synlhese chiniiquc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
AGAGAATTAT GCAGTGC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 23: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE : synthese chimique 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23: 
TACTGTCATG CCATCC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 24: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 57 
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(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTJ-SENS:NON 

(vi) ORIGINE : synthese chimique 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 24: 

AAGTAAGTTG GCCGCAGTGT TATCACTCAT GOTTATGOCA GCACTGCATA 50 
ATTCTCT 57 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 25: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 5 1 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 



(vi) ORIGINE : synthese chimique 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25: 
TAATACG ACT C ACTATAGGG ATGGC ATGAC AGTAAG AGAA TTATGCAGTG C 5 1 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 26: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 46 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "chimere ADN-ARN" 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
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(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORJGfNE : s>'nthcse chimiquc 

(ix) CARACTERJSTIQUE: 
(A) NOM/CLE: misc_RNA 
(D) AUTRES INFORMATIONS : 

- les nucleotides 1 a 29 sont des desoxyribonucleottdes 

- les nucleotides 30 a 46 sont des ribonucleotides 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 26: 
TAATACGACT CACTATAGGG CATGACAGTA AGAGAAUUAU GCAGCA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 27: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 47 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "chimere ADN-ARN" 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE : SNiithcsc chimique 

(ix) CARACTERISTIQUE: 
(A) NOM/CLE: niisc_RNA 
(D) AUTRES INFORMATIONS : 

- les nucleotides 1 a 30 sont des desoxyribonucleotides 

- les nucleotides 3 1 a 47 sont des ribonucleotides 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 27: 
TAATACGACT CACTATAGGG CAGTGTTATC ACUCAUGGUU AUGGCUA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 28: 

(i) CARACTERJSTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 51 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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(D) CONFIGURATION: lincairc 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ARN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 
(vi) ORJGINE : sjnthese chimique 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 28: 

AGAGAAUUAU GCAGUGCUGC CAUAACCAUG AGUGAUAACA CUGCGGCCAA C 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 29: 

(i) CARACTERJSTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 16 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORJGINE : s>Tithese chimique 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 29: 
GCACTGCATA ATTCTT 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 30: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORJGINE : synthese chimique 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 30: 
CACTCATGGT TATGGCA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3 J: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 50 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRTNS: simple 

(D) CONFIGURATION: lincairc 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "chimcrc ADN-ARN" 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGIN E : s>iithese chimique 

(ix) CARACTERJSTIQUE: 
(A) NOM/CLE: misc_RNA 
(D) AUTRES INFORMATIONS : 

- les nucleotides I a 34 sont des desoxyribonucleotides 

- Ics nucleotides 35 a 50 sont des ribonucleotides 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3 1 : 
TAATTCGACT CACTATAGGG GTCCTCCGAT CGTTGUCAGA AGUAAGUUGC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 32: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 51 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "chimere ADN-ARN" 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGIN E : synthcse chimique 
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(ix) CARACTERJSTIQUE: 
(A) NOM/CLE: misc_RNA 
(D) AUTRES INFORMATIONS : 

- les nucleotides I a 34 sont dcs dcsox> ribonucleotides 

- les nucleotides 35 a 5 1 sont des ribonucleotides 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 32: 
TAATACGACT CACTATAGGG TTACGGATGG CATGACAGUA AGAG AAUUAC C 5 1 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 33: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE 

(A) LONGUEUR: 102 

(B) TYPE: nucleotide 

20 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ARN 
25 (iii) HYPOTHETIQUE: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 33: 

GGGUUACGGA UGGCAUGACA GUAAGAGAAU UAUGCAGUGC UGCCAUAACC 50 
AUGAGUGAUA ACACUGCGGC CAACUUACUU CUGACAACGA UCGGAGGACC 100 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 34: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE 

(A) LONGUEUR: 102 

(B) TYVE. nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRJNS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ARN 



(iv) ANTI-SENS: NON 



(vi) ORIGIN E : synlhese chimique 
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(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



(iv) ANTI-SENS: NON 
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(vi) ORIGINE : s>Tiihese chimique 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 34: 

GGGGUCCUCC GAUCGUUGUC AGAAGUAAGU UGGCCGCAGU GUUAUCACUC 50 

AUGGUUAUGG CAGCACUGCA UAAUUCUCUU ACUGUCAUGC CAUCCGUAAC 100 

CC 102 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 35: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lincairc 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE : synthese chimique 

(ix) CARACTERISTIQUE 

(D) AUTRES INFORMATIONS : N represente un bras 5'-aniinolink 2 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 35: 

NGGATGGCATGACAGTA 17 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 36: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineairc 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE : s>7ithese chimique 

(ix) CARACTERISTIQUE 

(D) AUTRES FNFORMATIONS : N represente un bras 5*-aminolink 2 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 36: 
NGTTGGCCGC AGTGTTAT 1 8 

Revendications 

1. Oligonucleotide chimere pouvanl etre utilise dans un procede d'obtention de transcrils et/ou d'amplification d'une* 
sequence-cible d'un acide nucleique. ladile sequence-cible comprenant, a son exlremite 3', une sequence aval, 
ledit oligonucleotide comprenant successivement, de son extr^mite 5' vers son extr6mite 3': 

IS - un premier segment ollgonucleotidique, de type ADN, comprenanl une sequence sens d'un promoleur d'une 
ARN polymerase, 

un second segment oligonucieotidique, de type ADN. comprenant le site d'initiatton de la transcription pour 
ledit promoteur. au moins la region 3' dudil second segment 6tant capable de s'hybrider avec au moins une 
partie de ladite sequence aval, 

20 - et un troisieme segment oligonucleotidique, de type ARN, dont au moins la region comprenant I'extremite 5' 

dudit troisieme segment est capable de s'hybrider avec une partie de la sequence-cible conligue a la partie 
de ladite sequence aval qui est capable d'hybridation avec ledit second segment, ledit troisieme segment etant 
bloque en 3'. 

25 2. Oligonucleotide selon la revendication 1, caracterise par le fait que ledit second segment contient de 2 d 30 nu- 
cleotides, et en particulier de 4 d 20 nucleotides. 

3. Oligonucleotide selon I'une quelconque des revendications precedentes. caracterise par le fait que ledit troisieme 
segment contient de 2 a 30 nucleotides, et en particulier de 4 S 20 nucleotides. 

30 

4. Ensemble d'oligonucleotides pour Tobtention de transcrits, et/ou pour I'amplification cyclique, avec obtention de 
transcrits, d'une sequence-cible d'un acide nucieique et/ou d'une sequence compiementaire de ladite sequence- 
cible, ledit ensemble comprenanl : 

^5 • un premier oligonucleotide chimere. tel que defini dans Tune quelconque des revendications precedentes, 

capable de s'hybrider avec une region aval de ta sequence-cible. 

et un second oligonucleotide chimere, tel que defini dans t'une quelconque des revendications precedentes, 
capable de s'hybrider avec une region aval d'une sequence nucieotidique compiementaire de ladite sequence- 
cible. 

40 

5. Procede d'obtention de transcrits, ou d'amplification cyclique avec obtention de transcrits, d'une sequence-cible 
d'un acide nucieique et/ou d'une sequence compiementaire de ladite sequence-cible, ladite s6quence-cible com- 
prenant a son extremite 5' une sequence amont et a son extr6mite 3' une sequence aval, non chevauchantes, 
ledit procede comprenant. dans des conditions permettant I'hybrrdation et le foncttonnemenl des activites enzy- 
matiques presentes. la mise en contact d'un echantillon contenant ou susceptible de contenir ledit acide nucieique 
avec : 

a) un premier oligonucleotide chimere tel que defini dans Tune quelconque des revendications 1 d 3. capable 
de s'hybrider avec la sequence aval de la sequence-cible, 
so b) eventuellement un second oligonucleotide chimere, tel que defini dans I'une quelconque des revendications 

1 ^ 3, capable de s'hybrider avec une region aval d'une sequence compiementaire de ladite sequence-cible, 
ladite region aval etant compiementaire de ladite sequence amont, 

c) et un systeme enzymatique contenant une activite ADN-polymerase. une activite ARN-polymerase capable 
de fonctionner avec ledit promoteur et une activite capable de degrader specifiquement la region de la cible 
ss ou du compiementaire de la cible qui est capable d'appariement avec au moms une partie du deuxieme seg- 

ment du premier ou du deuxieme oligonucleotide chimere, respectivement, et I'incubation pendant un temps 
suffisant du melange oblenu. 



49 



EP0 721 988 A1 



6. Proc6d6 seton la revendicallon pr6c6denle, caract6ris6 par le lalt que ladile activit6 de degradation sp6cifrque de 
ia cible est une activite de RNase H. 
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